Ontogenia del sistema inmune
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El sistema inmune funcional consiste en tres po-
blaciones linfocitarias principales, las células B, T y
NK. Las tres poblaciones median funciones efectoras
inmunes complejas diferentes. Estas diferentes fun-
ciones son la consecuencia de las diferencias en el
patrén de expresién génica en las células T, B y NK.
Los receptores usados en el reconocimiento antigé-
nico especifico (la inmunoglobulina de superficie en
las células B y el receptor de célula T en las células
T), asf también como la gran cantidad de moléculas
de superficie y citoplasmaticas que median las fun-
ciones efectoras del sistema inmune, constituyen el
fenotipo que distingue a las tres poblaciones.

ONTOGENIA B

Las células linfoides se diferencian a partir de célu-
las multipotentes o stem cells que dan origen a su vez
a una célula comprometida en la diferenciacién linfoide
llamada stem cell linfoide.Estas células siguiendo una
secuencia de eventos programados genéticamente, van
a diferenciarse en los distintos tipos de linfocitos. Se
originarfan a partir de la stem cell linfoide células
progenitoras de linea T, B y NK (Fig. 1).

Los datos sugieren que estas células derivan de
un progenitor comun.

La respuesta inmune humoral al estimulo antigé-
nico es iniciada por las células B que poseen inmuno-
globulina de superficie (IgS), las cuales reciben un
complejo niimero de sefiales accesorias de las célu-
las T, macréfagos y células dendriticas.Las células B
responden a estas sefiales colectivas y sobrellevan
una expansion y maduracién a células plasmaticas
las cuales segregan grandes cantidades de Ig.

Previo a esta funcién critica de defensa, las cé-
lulas B sobrellevan una fase de desarrollo indepen-
diente de antigeno en la médula dsea o en el tejido
fetal.
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La médula 6sea es el érgano primario de desarro-
llo de las células B.

El primer evento que ocurre en la diferenciacién
B es la recombinacién somatica de los segmentos
variables y constantes de los genes de inmunoglo-
bulina,

Las inmunoglobulinas son codificadas por una
familia de genes que codifican para las regiones va-
riable (V), constante (C), de unién (J) y de diversidad
(D) que se hallan separados y discontinuos en dis-
tintos cromosomas especificos. Estos segmentos se
llaman exones y se hallan separados por segmentos
no codificantes o intrones (Fig. 2). Los genes para la
cadena Kappa se hallan en el cromosoma 2, los de la
cadena lambda en el cromosona 22 y los de la cade-
na pesada en el cromosoma 14.

El locus de la cadena pesada que es el que se
rearregla primero, tiene 51 segmentos VH funciona-
les, 6 segmentos ] y 27 segmentos D entre los seg-
mentos V y |.

Los genes para las cadenas livianas no contienen
segmentos D.

Cuando se rearregla la cadena pesada uno de los
27 segmentos D se yuxtapone con uno de los 6 seg-
mentos | posibles para lo cual debe ser eliminado el
ADN que los separa (unién DJ). Esto se realiza por
delecién enzimdtica por endonucleasas y posterior
recombinacion (Fig. 3).

Para tener un gen activo es necesario un rearreglo
VD] para lo cual uno de los 51 segmentos V posi-
bles se debe unir al segmento DJ previamente for-
mado con eliminacion del ADN intermedio (Fig. 4).

Luego el ADN que contiene el gen funcional
transcribe un ARN mensajero que es inmaduro, el
cual progresa a un ARN definitivo o maduro por eli-
minacion enzimatica y recombinacién (“splicing” de
ARN}) de uno de los varios genes C posibles con el
segmento VD] ya formado. Cuando un gen funcio-
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Fig. 2

nante VD] se yuxtapone a un fragmento constante
Cm puede producir una cadena pesada m citoplas-
matica.

El rearreglo de la cadena liviana ocurre de mane-
ra similar al de la cadena pesada pero como no con-
tiene segmentos D, primero se realiza una unién VJ.

Para la cadena Kappa uno de los 40 genes funcio-
nales Vk se yuxtapone con uno de los 5 segmentos
Jk, y para la cadena liviana lambda uno de los 29
segmentos VI se une a uno de los 4 pares de segmen-
tos JA.

Cada célula B sobrelleva un rearreglo génico que
es unico y por ello es un marcador especifico de esa
célula y para cualquier clon que surja de ella. Las cé-
lulas B normales muestran diferentes rearreglos. A
esta diversidad se denomina policlonalidad. Las cé-
lulas de los linfomas muestran todas idénticos rearre-
glos génicos, indicando que todas han surgido de la
misma célula transformada. A esto se denomina
moneclonalidad.
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Fig. 4

Estos rearreglos ocurren de manera ordenada y
jerarquica.Primero ocurre el rearreglo de cadena pesa-
da m, luego el de la cadena liviana Kappa y finalmente
el de la cadena liviana lambda (Fig. 5).

Nunca ocurren rearreglos simultaneos de ambos
genes de cadenas livianas. 5i no ocurren rearreglos
productivos o funcionales, la célula va a la apoptosis.
La sobrevida depende de si el rearreglo es producti-
vo. Es interesante el hecho de que si el primer inten-
to de rearreglo no es funcionante, existe la posibili-
dad de intentar nuevos rearreglos. Estos intentos re-
petidos son mas numerosos en el caso de los genes
de cadena liviana, por lo cual pocas células no son
rescatadas de la apoptosis entre los estadios de célu-
la pre-B y de célula B inmadura.

Hay una serie de proteinas que contribuyen a los
rearreglos. Los rearreglos dependen de la expresién
de los genes de activacion de la recombinacion
RAG-1- y RAG-2. Existe un complejo de diversas
enzimas (complejo recombinasa) que actuan para la
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Fig. 5

Fig. 6

recombinacion somatica. Son enzimas en su mayorfa
de clivaje y reparacion del ADN.

Otro componente especializado del complejo re-
combinasa es la TDT o deoxinucleotidil transferasa
terminal, la cual contribuye a la diversidad incorpo-
rando N-nucledtidos entre las regiones V, D y | en las
uniones durante la recombinacién. Se expresa en los
progenitores tempranos y cesa su expresion en el
estadio de célula pre-B cuando se completd el rearre-
glo de la cadena pesada y ya ha comenzado el rearre-
glo de cadena liviana.

Las recombinasas reguladas por los genes RAG-
1y RAG-2 también regulan los rearreglos del recep-
tor de célula T.

Del rearreglo funcional de la cadena liviana resul-
ta la aparicion de una IgS completa la cual sirve como
receptor del antigeno lo cual marca el estadio
madurativo de célula B inmadura. La Fig. 6 muestra
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los diferentes estadios de la diferenciacién B de la
etapa idependiente de antigeno. La célula B inma-
dura puede ser eliminada por contacto con autoan-
tigenos. Estas células autoreactivas pueden ser res-
catadas por un fenémeno llamado “edicién del recep-
tor” en el cual la célula reemplaza el segmento génico
V de la recombinacién autoreactiva por un nuevo
segmento V (Fig. 7). Esto ocurre sdlo en células
inmaduras y en la médula 6sea.

Las células inmaduras dan lugar a su vez a las cé-
lulas B maduras virgenes (“naive”) como resultado de
un splicing alternativo del ARN de la cadena pesada
que produce un transcripto primario largo que contie-
ne ambos exones (U y 8) y puede expresar también de
esa manera, la cadena pesada & (IgM+IgD). Estas cé-
lulas pueden ahora responder a un antigeno
diferenciandose a célula plasmatica y a célula con
memoria.
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Fig. 9

Expresién antigénica en la maduracion B

Cada uno de los estadios diferenciativos se carac-
teriza por una expresion de antigenos de membra-
na y citoplasmaticos (Fig. 8). La célula stem linfoide
se halla en muy bajo porcentaje (1%) y tiene un
fenotipo inmunolégico HLA-DR+, TdT+, CD34+,
CD38+. En el estadio de célula pro-B aparece el
antigeno CD19 en superficie y los antigenos CD22 y
CD79a en el citoplasma. Con posterioridad se expre-
sa el antigeno CD10. En el estadio de célula pre-B
propiamente dicho aparece la cadena m citoplas-
mitica, se expresa el antigeno CD20 y desaparecen
el CD34 y la TdT.

En el estadio de célula B inmadura aparecen la
IgS, y las moléculas CD21 y CD22 de superficie.

La Reaccion Centro germinal

La célula B virgen adquiere la capacidad de res-
ponder al antigeno dejando la médula dsea, pasan-
do a la sangre periférica y entrando en el tejido
linfoide periférico (Fig. 9).

Aqui las células maduras virgenes forman los
foliculos primarios junto con células dendriticas
foliculares. En contacto con el antigeno las células
virgenes migran a la region externa del ganglio a las
areas T donde se transforman en blastos grandes y
proliferan. Las células hijas o bien se diferencian en
células plasmaticas de corta vida o en células que
adquieren la capacidad de iniciar la reaccién centro
germinal. Estas células inducidas por el antigeno ini-
cian y mantienen la reaccion centrogerminal, prolife-
ran y se diferencian en centroblastos para formar un
centro germinal. Se producen dos zonas en el centro
germinal, una zona oscura compuesta por centro-
blastos y una zona clara compuesta principalmente

Fig. 10

por centrocitos. Los centroblastos y centrocitos mues-
tran un fenotipo diferente a las célula virgenes, ex-
presan CD10 y BCL-6. La proteina BCL-6 es un po-
tente represor transcripcional ausente en células
pregerminales y progenies diferenciadas. Modula las
respuestas de célula B en los centros germinales. Es
necesaria para la reaccion centrogerminal (hiper-
mutacion somatica y switch de clase) pero su expre-
sién es subsecuentemente disminuida para permitir
a la célula B salir de los centros foliculares y para la
diferenciacién terminal. La expresion permanente de
BCL-6 provocada por traslocaciones cromosomales
produce represion de genes involucrados en la acti-
vacién y diferenciacién, arresto del ciclo celular y
apoptosis contribuyendo al desarrollo de los lin-
fomas. Las celulas B centrogerminales también tienen
la capacidad de disminuir la expresion de la proteina
anti-apoptétita BCL-2.

Durante la proliferacion y diferenciacién de los
centroblastos a centrocitos ocurren las mutaciones
somaticas al azar de las regiones variables de los genes
de Ig. Estas mutaciones se insertan en la regién que
codifica para el sitio de unidn con el antigeno.

Las células virgenes no impulsadas por el anti-
geno forman el manto folicular o zona del manto.
Esto constituye un foliculo secundario. El objetivo de
estas mutaciones es incrementar la afinidad del re-
ceptor por el antigeno. Las mutaciones pueden ser
desfavorables no s6lo no incrementando la afinidad
sino también impidiendo la expresion de la Ig. Estos
centrocitos no se unen con alta afinidad a las células
foliculares dendriticas (CFD) que tienen atrapado al
antigeno y no reciben de ellas sefiales de sobrevida.
Mas del 90% de los centrocitos van a la apoptosis y
son fagocitados por los macréfagos. Los centrocitos
con mutaciones favorables que resultaron en recepto-
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TABLA 1
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res con alta afinidad se unen al antigeno atrapado por
la CFD y reciben una sefial de sobrevida (seleccion
positiva). La presencia de mutaciones de la region V
de la Ig es un marcador para la célula que indica que

ha sido expuesta al centro germinal, ya sea en estadio
germinal o postgerminal. El switch de clase del isotipo
de cadena pesada (cambio de IgM a IgG o IgA o IgE)
permite una mayor eficiencia de defensa de la Ig
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secretada y ocurre prefentemente en células que ma-
duran a células plasmaticas. El switch de clase requiere
de la delecion de los segmentos de ADN que separan
al segmento VD] ya formado del gen de la nueva re-
gion constante (Cg, Ca, o Ce) (Fig. 10). Involucra la
recombinacion entre las llamadas regiones de switch
que se hallan préximas a las regiones constantes son
secuencias repetitivas que guian el cambio de isotipo
o switch.

En resumen la reaccidn centrogerminal tiene como
funcién generar células con memoria,madurar la afi-
nidad de los receptores de Ig (hipermutacién so-
matica) y aumentar la eficiencia de la Ig secretada
(switch de clase).

Los centrocitos que sobreviven en el centro ger-
minal maduran a células plasmaticas de larga vida
0 a células con memoria.

La maduracion se completa por emigracion de las
células del centro germinal. Las células plasmaticas
van preferentemente a la médula 6sea y a los 6rga-
nos expuestos a los antigenos extraiios como el tracto
gastrointestinal y el pulmén. El estadio de diferen-
ciacion terminal involucra cambios en la expresién de
antigenos, como ser la pérdida de los antigenos de
célula B (CD20, CD22 y de la IgS), la fuerte expre-
sion de CD38 y CD138 y la produccion de Ig
secretoria que se acumula en el citoplasma (IgC).

Las células B con memoria se localizan preferen-
temente en la zona marginal por lo que reciben el
nombre de células B de la zona marginal, la cual es
bien reconocible en el bazo, en ganglios linfaticos
mesentéricos y en el tejido linfoide asociado a mu-
cosa (MALT).

Como resultado de las distintas fases de diferen-
ciaciéon de células B v de los procesos de mutacién
somatica, se identifican células B inmaduras y madu-
ras con diferencias en el status mutacional y expre-
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sion de proteina. Dentro de las células B maduras se
pueden identificar 3 diferentes tipos: 1) células B
maduras virgenes, 2) células B centrogerminales
(centroblastos y centrocitos) y 3) células postger-
minales (B con memoria y células plasmaticas de lar-
ga vida) (Tabla 1).

Relacion de las neoplasias de célula B con las
subpoblaciones B y estadios de diferenciacion

Las neoplasias de célula B son proliferaciones
clonales en diversos estadios de diferenciacion que
en muchos aspectos parecen recapitular los estadios
de la diferenciacion B normal (Fig. 11).

Sin embargo algunas neoplasias no corresponden
claramente a un estadio de la diferenciacién normal
como es el caso de la tricoleucemia, mientras que
otras como la LLC parecen ser de origen heterogéneo.
Por lo tanto la clasificacion de las neoplasias no pue-
de hacerse solo sobre la base de la contraparte nor-
mal. Las Leucemias/Linfomas linfoblasticos semejan
en morfologia y fenotipo a las células precu-roras
normales (Tabla 2). Se considera que dos neoplasias
corresponden a células B virgenes CD5 +: la LLC
(50% de los casos) y el linfoma del manto con au-
sencia de genes V de Ig mutados.Las células de la
LLC son semejantes a la subpoblacion de células vir-
genes circulantes llamda B1 que expresan también
CD23 mientras que las células del linfoma del man-
to son semejantes a las células de los foliculos prima-
rios y en su gran mayoria no presentan genes
mutados. La LLC con genes mutados podria correla-
cionarse con células con memoria.

La mayoria de los linfomas de célula B estan
compuestos por células que en parte se asemejan a
centroblastos y centrocitos que han mutado la region
V de la Ig y a menudo también los genes BCL-6 sien-
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do esto consistente con su derivacion de células que
han sido expuestas al centro germinal. Las células del
linfoma de Burkitt son BCL-6+y tienen genes muta-
dos y se piensa que corresponden a blastos centroger-
minales.

Los estudios recientes de micromatrices de cADN
que permiten conocer el perfil de expresion génica de
un tumor, han demostrado que los linfomas difusos
de células grandes muestran heterogeneidad molecu-
lar. Algunos muestran una expresion génica semejan-
te a las células centrogerminales, mientras otros
muestran una expresion de genes caracteristica de ce-
lulas B activadas (inmunoblastos).

Los linfomas foliculares son semejantes en su
composicion a los foliculos secundarios (centroblas-
tos y centrocitos), expresan CD10 y BCL-6 y llevan
genes V de Ig mutados.

La célula neoplasica del linfoma de Hodgkin de
predominio linfocitario es una célula B con mutacio-
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Fig. 15

nes somaticas caracteristicas de células centroger-
minales.

En el caso del Linfoma de Hodgkin clasico, si bien
la célula es de origen B y presenta genes rearreglados
y somaticamente mutados, no expresa antigenos de
célula B, y su origen centrogerminal es sélo demos-
trado por estudios genéticos.

Los linfomas de la zona marginal son similares a
las células de la zona marginal donde residen las
células B con memoria.expresan IgM sin IgD y los
antigenos de célula B, carecen de CD5, CD10 y CD23
y estan tipicamente mutados.

El mieloma/plasmocitoma presenta células seme-
jantes en morfologia y expresion de algunos antigenos
como CD38 y CD138 a las células plasmaticas norma-
les.

ONTOGENIA T

El desarrollo de las células T tiene mucho en co-
mun con el desarrollo B. Ambas derivan de stem cells
de médula dsea,y sobrellevan rerreglos génicos en un
microambiente especializado. No se desarrollan en la
médula 6sea sino que migran en un estadio muy tem-
prano al timo, organo linfoide central que provee el
microambiente donde ocurre la maduracién T. Du-
rante la maduracidn en el timo, las células son selec-
cionadas para que cumplan con dos condiciones: el
reconocimiento de las moléculas propias del complejo
mayor de histocompatibilidad (CMH), pero que no
reconozcan a Jos antigenos propios.Ambos procesos
conocidos como seleccion positiva en el primer caso
y seleccion negativa en el segundo caso. En el timo
las células maduran desde la corteza hacia la médu-
la. La corteza contiene sélo timocitos inmaduros y
macréfagos dispersos, y la médula timocitos mas
maduros junto con células dendriticas y la mayor
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parte de los macréfagos. En la médula las células que
maduran sobrellevan los procesos de seleccién du-
rante el cual la mayoria, aproximadamente el 98% de
ellas van a la apoptosis. El proceso de seleccién po-
sitiva se lleva a cabo fundamentalmente por las cé-
lulas dendriticas las cuales son muy numerosas en la
unidn cortico-medular y por los macréfagos.

Rearreglos del TCR

En los estadios tempranos de la maduracién
timica los genes del receptor de célula T sobrellevan
una serie de rearreglos programados para producir
células T inmaduras. El proceso es semejante al de
las células B pero difiere en que aqui se generan dos
lineas T: una que expresa el receptor ab y otra el re-
ceptor Y.

La organizacién de los genes de cadenas a y B del
TCR se asemejan a los de inmunoglobulina con seg-
mentos separados para los dominios variables (V), de
uniodn (J), y constante ( C). La cadena alfa contiene 70-
80 segmentos V, 60 segmentos | y un solo gen para
el dominio constante. El gen de la cadena beta tiene
una organizacién diferente. Contiene alrededor de 50
genes V funcionales localizados a distancia de dos
clusters separados que contienen un segmento D y 5
0 6 segmentos J, y un solo segmento C. (Fig. 12). La
recombinacién somatica de los genes a y b de igual
manera que en los genes de inmunoglobulina, lleva
a la expresion del receptor ab el cual se asocia con
el complejo CD3.

La organizacién de los genes y y & son semejan-
tes a los genes a y B (Fig. 13).

El gen que codifica para la cadena d se halla en-
teramente dentro del gen a. Por eso los rearreglos en
lIa cadena a involucran la inactivacién de los genes
de la cadena 9.

Al igual de lo que ocurre con las células B, cada
célula T sobrelleva un rearreglo génico que es tinico
y caracteristico de esa célula.

Expresién antigénica en la diferenciacién T.

En el timo las células T inmaduras o timocitos
proliferan y se diferencian pasando a traves de dis-
tintos estadios madurativos identificados por patro-
nes diferentes de expresion de diversas proteinas de
superficie y citoplasmaticas (Fig. 14).

Las células precursoras expresan CD34, TdT,
HLA-DR y CD3 en el citoplasma. Luego adquieren
el antigeno CD7 en el estadio pro-T.

Las células de la zona cortical adquieren los
antigenos CD1a, CD2, CD5 y coexpresan CD4 y CD8.
Luego en el estadio de timocito medular se produce
la segregacion de las tres subpoblaciones: las célu-
las helper-inductoras (CD4+CD8-), las células cito-
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téxico-supresoras (CD4-CD8+) y la poblacién Ty que
es CD3+ y doble negativa para CD4 y CD8.

En estos estadios el antigeno CD3 se expresa con
intensidad en la superficie.

Las subpoblaciones maduras pasan a la sangre
periférica y luego a la zona paracortical de los gan-
glios periféricos donde se encuentran células presen-
tadoras de antigenos (células dendriticas y macré-
fagos principalmente). Si encuentran un antigeno
especifico proliferan y se diferencian. 5i no encuen-
tran un antigeno dejan el ganglio a través de los
vasos linfaticos.

Relacién de las neoplasias de célula T con las
subpoblaciones y estadios de diferenciacién

Algunas de las neoplasias T también pueden ser
asociadas a diferentes estadios de la diferenciacién T
normal (Fig. 15).

La LLA/LL-T es una expansion clonal de células
precursoras T que muestran un fenotipo comparable
al de los timocitos. Son TdT+, CD3c+ y muestran una
expresion variable de CDla, CD2, CD3s, CD4, CD5,
CD7 y CD8.

El fenotipo de la leucemia prolinfocitica T sugie-
Te que su origen podria corresponder al de una célu-
la T de maduracién intermedia entre los timocitos y
los linfocitos maduros de la sangre periférica (célula
T virgen).

Los linfomas de célula T periferica son expansio-
nes clonales de células T maduras de la zona para-
cortical del ganglio de fenotipo helper-inductor o
citotéxico supresor.

La leucemia de linfocitos grandes granulares de
fenotipo T se correlacionaria con una subpoblacién T
citotéxica- supresora CD8+y la Mycosis Fungoides y
el Sindrome de Sezary con una subpoblacion T CD4+.

Los andlisis de expresion génica actualmente en
curso dardn probablemente informacién titil que per-
mita definir subcategorias sobre esta base.

BIBLIOGRAFIA

1. Casali, P and Silberstein.L.E.S eds. Immunoglobulin gene expression
in development and desease. Ann N Acad Sci 1995, 764.

2. Schatz, D.G.,Qettinger, M.A. and Schissel, M.S. V(D)) recom-
binationmolecular biology and regulation. Ann Rev Immunol
1992, 10: 359-383.

3. Wagner, 5.D. and Neuberger, M.S. Somatic hypermutation of
immunoglobulin genes. Ann Rev Immunol 1996, 14: 441-457

4. Hardy, R.R. and Hayakaya, K. B-lineage differentiation stages
resolved by multiparameter flow cytometryAnn. N Y Acad Sci
1995, 764: 19-24.

5. Ehrlich, A. and kuppers, R. Analysis of immunoglobulin gene
rearrangements in single B cells. Curr Opin Immunol 1995, 7:
281-284.

6. Berek C, BergerA, Apel M. Maturation of the immune response
in germinal centers. Cell 1991; 67: 1121-29.

7. Weill, JC and Reynaud, CA. Rearragement/hypermutation/



ONTOGENIA DEL SISTEMA INMUNE

gene conversion-when, where, and why. Immunol Today 1996,
17:92-97.

3. Cleary, M.L, Meeker T.C., Levy 5., et al.Clustering of extensive

somatic mutationsin the variable region of an immunoglobulin
heavy chain gene from a human B cell lymphoma. Cell 1986;
44: 97-106.

. Klein U, Goossens T, Fischer M el al.Somatic hypermutation
in normal and transformed human B cells. Immunol Rev 1998;
162: 261-80.

10. Kuppers, R., Klein U, Hansmann ML, Rajewsky K. Cellular

origin of human B-cell lymphomas. N Engl ] Med 1999, 341:
1520-9.

1. Naylor M, Capra D Mutational status of Ig VH gene provides
clinically valuable information in B-cell chronic lymphoeytic
leukemia. Blood, vol 94, N° 6 (september 15) 1999 pp 1837-39.

12.

13:

14.

15.

16.

53

Alizadeh, AA, ElsenMB, Davis RE el al. Distinct types of diffuse
large B-cell lymphoma identified by gene expression profiling.
Nature. 2000; 403: 503-11.

Schwering I Brauninger A Klein U. et al.Loss of the B-lineage-
specific gene expression program in Hodgkin and Reed-Stern-
berg cells of Hodgkin lymphoma. Blood, 15 february 2002. vol
101 N® 4 1505-12.

Harris NL, Jaffe ES, Stein H, el al. A revised European-American
classification of lymphoid neoplasms: a proposal from the
International Lymphoma Study Group. Blood 1994; 84: 1361-92.
Anderson, G, Moore, NC, Owen, JJT, Jenkinson, E.J.Cellular
interactions in thymocyte development. Ann Rev Immunol
1996, 14: 73-99.

Shortman, K, Egerton, M, Spangrude, GJ., and Scollay, R. The
generation and fate of thymocytes. Semin Immunol 1997; 2: 3-12.



