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Resumen

El origen, la funcion y el repertorio de las células B de memoria IgM humanas (caracterizadas por ser positivas para
CD27 IgM e IgD) son controvertidos, y se ha propuesto que esta poblacion es heterogénea. Aunque algunas veces
contradictorias, las evidencias actuales apuntan a la existencia de por lo menos dos subpoblaciones de dichas células
en sangre: por un lado, células B circulantes de la zona marginal del bazo, con algunas caracteristicas similares a
las células innatas y probablemente responsables de las respuestas de activacion independiente de los linfocitos T,
que protegen contra bacterias encapsuladas como Streptococcus sp, y, por otro lado, células B con indicios de haber
pasado por centros germinales que se asemejan a las células B de la respuesta adaptativa, y que serian un reservorio
de células B de larga vida a partir del cual se reconstituirian continuamente las células B de memoria conmutadas.
Aunque se ha propuesto que la expresion diferencial de IgM e IgD en las células B de memoria IgM serviria para
distinguir estas dos subpoblaciones de células B, se requieren mas estudios fenotipicos y funcionales para sustentar
esta clasificacion.

Palabras clave: células B de memoria, [gM, respuesta B innata, respuesta B adaptativa.
Heterogeneity of human IgM memory B cells
Abstract

The origin, function and repertoire of human IgM memory B cells (IgM mBc, characterized by the expression
of CD27* IgM* IgD") are controversial, and it has been proposed that this population is heterogeneous. Although
contradictory in some cases, available evidence suggests that at least two subpopulations of IgM mBc circulate in
blood. On the one hand, circulating B cells from the marginal zone of the spleen with innate-like characteristics,
probably responsible for protective responses against encapsulated bacteria like Streptococcus sp. On the other
hand, B cells with markers that suggest they have undergone transit in germinal centers, typical of adaptive
immunity, and that may represent a reservoir of long-lived mBc capable of reconstituting switched mBc. It has been
proposed that the differential expression of IgM and IgD on circulating IgM mBc may be useful to distinguish these

subpopulations, but more phenotypic and functional studies are needed for this purpose.

Key words: Memory B cells, IgM, innate B cell response, adaptive B cell response.

Introduccién

Ante una infeccion, las células B virgenes (llamadas
células B2 o linfocitos B2) se diferencian como células B
de memoria (cBm) o en células secretoras de anticuerpos
especificas del patégeno con ayuda de los linfocitos T
(respuesta inmune dependiente de T). Las ¢cBm que se
generan durante esta respuesta adaptativa tienen varias
caracteristicas en comun: larga vida, proliferacion rapida
y robusta en respuesta al antigeno, gran sensibilidad a
bajas dosis de antigeno y diferenciacion terminal rapida en
células que secretan anticuerpos (Takemori, et al., 2014).
Sin embargo, una fraccion de las células B, catalogadas
como células B innatas, expresan receptores B que
reconocen multiples determinantes microbianos altamente
conservados, se localizan en sitios anatomicos estratégicos
que estan en contacto con antigenos microbianos (Weller,
et al., 2004), responden contra ellos en forma mas rapida

e independientemente de los linfocitos T (Cerultti, et al.,
2013), y secretan anticuerpos naturales. Los anticuerpos
naturales son IgM (circulantes y del bazo) o IgA (mucosas),
y su estudio se inicid en los ratones libres de gérmenes que
tienen anticuerpos en ausencia de microorganismos, por
lo que se propuso que su produccion debia estar regulada
de manera diferente a la de los anticuerpos especificos de
microorganismos (Baumgarth, 2011). En ratones, tanto
las células B1 (o linfocitos B1) como las células B de la
zona marginal (cBZM) del bazo han sido implicadas en este
tipo de respuestas innatas. En contraste, en los humanos
las células B innatas son motivo de controversia, puesto
que las células Bl como tal estdn mal caracterizadas
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(Baumgarth, 2011; Reynaud & Wkill, 2012; Rothstein &
Quach, 2015), y las ¢cBZM tienen algunas diferencias con
las encontradas en los ratones. No obstante, Cerultti, et al.
(2013) han propuesto que las cBZM humanas funcionan de
forma similar a las innatas, o que sirven de puente entre la
respuesta innata y la adquirida, en tanto que Weller, et al.
(2004) han propuesto que constituyen la primera linea de
defensa contra los microorganismos y que podrian secretar
anticuerpos naturales.

Los conceptos en el campo de estudio de las cBm han
evolucionado en la ultima década (Jackson, et al., 2008;
Mroczek, et al., 2014). Comunmente se ha aceptado que las
cBm se originan con ayuda de los linfocitos T foliculares
en los centros germinales, en los cuales se llevan a cabo
cambios moleculares con el fin de optimizar la afinidad de
las inmunoglobulinas por el antigeno. Estos cambios son el
resultado de la activacion de una enzima llamada desami-
nasa de citidina inducida por activacion (activation-induced
cytidine deaminase, AID), la cual participa en la generacion
de las hipermutaciones somaticas en las porciones variables
del gen de las inmunoglobulinas (IgV) y en la conmutacion
de las inmunoglobulinas mismas. El concepto aceptado
era que estos dos fendmenos ocurrian de forma secuencial
(Pascual, et al., 1994) y solamente en el centro germinal,
donde se encontraba la enzima activada. Actualmente
se reconoce que existen cBm que probablemente no han
pasado por el centro germinal y que no hacen conmutacioén
de isotipo (Takemori, et al., 2014).

Células B de memoria IgM

Teniendo en cuenta la expresion de CD27, IgD e IgM se
han tipificado claramente cuatro subpoblaciones principales
de ¢cBm, (Lanzavecchia & Sallusto, 2009; Mroczek, et al.,
2014; Wirths & Lanzavecchia, 2005) (Figura 1): 1) células
CD27* IgM- IgD- (¢cBm conmutadas, 1gG*, IgA* o IgE"),
que representan aproximadamente 20 % de las células
B circulantes; 2) células CD27* IgM* IgD* (cBm IgM),
que constituyen aproximadamente 15 % de las células B
circulantes; 3) células CD27* IgM* IgD" (¢cBm solo IgM),
que conforman aproximadamente 5 % de las células B
circulantes, y 4) células CD27 IgM" IgD" (¢cBm CD27"), que
suman entre 1 y 5 % de las células B circulantes. En otros
estudios se continud el proceso de caracterizacion fina de
estas células y actualmente se reconocen seis (Berkowska,
et al., 2011b) o mas poblaciones de c¢cBm, porque se
incluyen las poblaciones solo IgD* (CD27* IgM- IgD")
(Chen & Cerutti, 2010) y se han encontrado diferencias
para las células CD27* 1gG*, CD27* IgA*, CD27 1gG* y
CD27 IgA*, particularmente en cuanto al nimero de veces
que han pasado por el centro germinal y al nimero de muta-
ciones en las porciones génicas que codifican para IgV
(Berkowska, et al., 2011a).

De particular interés es la poblacion de cBm IgM circulante
en humanos, pues los resultados de varios estudios
sugieren que son una poblacidon heterogénea compuesta,
probablemente, por al menos una poblacion de células
B con funcion adaptativa y con indicios de haber pasado
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Figura 1. Estrategia de identificacion de las células B humanas circulantes en adultos mediante citometria de flujo. Células mononucleares de
sangre periférica purificadas con gradiente de densidad tenidas con anticuerpos acoplados a diferentes fluorocromos y analizadas mediante
citometria de flujo. Las células B se caracterizan por ser CD19* CD3- CD14; las células secretoras de anticuerpos (CSA CD38** CD27**) se
excluyeron del andlisis; con la expresion de IgD y CD27 se determinan las células B virgenes (CD27- IgD*), las cBm CD27- (CD27- IgD")
y las cBm CD27*. Al analizar la expresion de IgM e IgD, unicamente en las CD27+, se identificaron las cBm solo IgM (CD27* IgM* IgD"),
las cBm IgM (CD27* IgM* IgD*), las cBm solo IgD (CD27* IgM" IgD") y las cBm conmutadas (CC, CD27* IgM" IgD’). Los niimeros en los
recuadros representan los porcentajes de las poblaciones en cada ventana.
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por el centro germinal (cBm IgM), y otra poblacién que
corresponderia a células B de la zona marginal (cBZM)
que circulan en sangre (Berkowska, et al., 2011a; Della
Valle et al., 2014; Martin, et al., 2015; Reynaud, et al.,
2012). Es importante diferenciar estas poblaciones tan
disimiles no solo desde el punto de vista fundamental,
para entender la ontogenia y la funcién de las células
B, sino porque en infecciones como la de rotavirus se
podrian correlacionar diferencialmente con la proteccion
después de la infeccion natural o la vacunacion (Franco
& Greenberg, 2013).

Las cBm IgM humanas y las controversias que suscitan

El llegar a la conclusion de que las ¢cBm IgM son una
poblacion heterogénea ha sido un proceso largo y complejo
que se inici6 con su clasificacion como cBm. Para la definicion
de cBm se han usado varias estrategias: inicialmente se llamo
asialas células IgD de larga vida, lo cual implicaba que habian
sufrido conmutacién de isotipo. Posteriormente, se observo
que la expresion de CD27 en la superficie se correlacionaba
con la capacidad de las células B de secretar inmunoglobu-
linas después de la estimulacion policlonal (Agematsu, et al.,
1997; Maurer, et al., 1992). Debido a la deteccion de células
CD27* IgM* capaces de secretar IgM bajo dichas condiciones,
estos autores introdujeron, por primera vez, la nociéon de cBm
IgM, la cual fue oficialmente propuesta con la identificacion
de hipermutaciones somaticas en los analisis moleculares de
las porciones génicas que codifican para el IgV de células
CD27* IgM* (Klein, etal., 1997; Klein, et al., 1998; Tangye,
et al., 1998). Ademas de la presencia de hipermutaciones
somaticas, otros argumentos apoyan la nocioén de que las
cBm IgM pertenecen a las subpoblaciones de memoria: 1) son
raras en los nifios, pero se acumulan con la edad (Agematsu,
et al., 1997); 2) tienen larga vida (Richards, et al., 2000); 3)
al igual que las cBm conmutadas, se diferencian como células
secretoras de anticuerpos ante ciertos estimulos policlonales
(Agematsu, et al., 1997, Himmelmann, et al., 2001; Shi,
et al., 2003); 4) responden in vitro a estimulos normalmente
derivados de linfocitos T de forma parecida a las cBm
conmutadas y distinta a las células B virgenes (Tangye, et
al., 2003); 5) presentan mutaciones en el gen de la proteina
6 del linfoma de células B (Bcl6), lo que se considera una
marca genética del paso por el centro germinal (Della Valle,
et al., 2014; Seifert & Kuppers, 2009), y 6) los analisis de
los transcriptomas de cBm IgM, ¢cBm con expresion solo de
IgM y ¢cBm conmutadas muestran que todas comparten un
patron de expresion génica global que refleja su funcion de
células de memoria (aumento de la capacidad de respuesta al
estimulo, del metabolismo, la proliferacion y la diferencia-
cién en plasmablastos), y que es diferente del patréon de las
células B virgenes (Seifert, et al., 2015).

Paralelamente, varios hallazgos sugieren que algunas cBm
IgM también se generan por fuera de los centros germinales;
los principales son: 1) se pueden encontrar niveles bajos
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de cBm IgM en humanos con inmunodeficiencias de
CD40 o CD40L, en la cuales se considera que no hay
formacion de centros germinales (Agematsu, et al., 1998;
Berkowska, et al., 2011a; Weller, et al., 2004; Weller, et
al., 2001); 2) la AID también se ha identificado en células
B extrafoliculares, lo que sugiere que el paso por el centro
germinal no es una condicion absoluta para la generacion
de hipermutaciones somaticas (Cattoretti, et al., 2006).
Teniendo en cuenta algunas de estas evidencias, otros
autores propusieron que las cBm IgM humanas son cBZM
circulantes que poseen un repertorio de inmunoglobulinas
diversificado por hipermutacion generado en ausencia de
una respuesta inmunitaria ante un antigeno, como ocurre
en pollos, ovejas y conejos (Weller, et al., 2004; Weller,
et al., 2008). Este planteamiento se ha visto sustentado por
el hallazgo de la diversificacién por hipermutacion de los
genes de inmunoglobulina en cBZM del bazo de nifios antes
del desarrollo de respuestas independientes de T funcionales
(Bagnara, et al., 2015).

Durante varios afos los hallazgos descritos parecieron
contradictorios, pero recientemente diversos autores han
propuesto que la poblacion de ¢cBm IgM circulante en
humanos es una poblacion heterogénea (Della Valle, et al.,
2014; Martin, et al., 2015; Reynaud, et al., 2012). Existen
por lo menos dos subpoblaciones: una de ¢cBZM circulantes
(Weller, et al., 2004), que como se dijo anteriormente tiene
funciones similares a las innatas, y otra de cBm IgM con
funcion adaptativa; ambas subpoblaciones pueden participar
en respuestas inmunes dependientes e independientes de T
(Cerutti, et al., 2013). Este aporte reciente dificulta mucho
la interpretacion de la mayoria de los estudios publicados
hasta ahora, en los cuales se asumia que las cBm IgM
humanas constituian una poblacion homogénea.

Las funciones de las cBm IgM

Los estudios mas detallados en ratones indican que las
cBm IgM poseen un componente independiente de T y
uno dependiente y que podrian ser muy relevantes en el
funcionamiento de las células B de memoria (Dogan, et al.,
2009; Kaji, et al., 2012; Link, et al., 2012; Pape, et al.,
2011; Taylor, et al., 2012), porque se generan durante la
respuesta inmunitaria primaria y durante la respuesta secun-
daria pueden reiniciar una reaccion de centro germinal,
dando origen a nuevas células IgG y posibilitando, asi, el
reaprovisionamiento del compartimiento de cBm IgM y de
cBm IgG a partir de precursores que hayan tenido contacto
previo con el antigeno (Dogan, et al., 2009). De forma
similar, en un modelo de transferencia celular en ratones
se mostro que las cBm IgM se producen después de la
inmunizaciéon con un antigeno dependiente de T y cuando
los titulos en suero de IgG especifica de dicho antigeno
han decaido las cBm IgM regresan al centro germinal para
generar nuevas células secretoras de anticuerpos IgG
(Pape, et al., 2011). Estos estudios sefialan la existencia
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de multiples “rondas” de respuestas de ¢cBm en los ratones
y un probable rol de la cBm IgM como reservorio para la
generacion de cBm conmutadas.

La funcionalidad de las células B se demostré en un modelo
murino de infeccidén bacteriana que indujo una numerosa
poblacion de ¢cBm IgM localizada en la zona marginal
del bazo y con caracteristicas de células B de la respuesta
adaptativa. Al eliminar in vivo estas cBm IgM disminuyeron
las respuestas de memoria IgG ante un reto, lo cual
demuestra que dicha poblacion es importante en la memoria
humoral y que las cBm IgM pueden cambiar de isotipo ante
el reencuentro con el antigeno (Yates, et al., 2013).

Debido a la dificultad para estudiar ciertas repuestas
inmunitarias en humanos, se ha recurrido a los modelos de
ratones “humanizados”, en los cuales se trasplantan células
inmunitarias humanas a ratones inmunodeficientes SCID/
SCID y se los inmuniza con diferentes antigenos. Con
uno de dichos modelos, se observé que cuando los ratones
recibieron el trasplante de ¢cBm IgM y fueron inmunizados
con Streptococcus pneumoniae inactivado o con vacuna
contra el neumococo, hubo incrementos en la IgM y en la
IgG especificas de antigenos independientes de T, como el
lipopolisacarido, o dependientes de T, como las proteinas de
la bacteria (Moens, et al., 2008). Con este mismo modelo,
se demostr6 que las cBm IgM humanas trasplantadas
conmutaron a IgG y disminuyeron la antigenemia y viremia
por rotavirus en los ratones (Narvaez, et al., 2012).

En humanos las cBm IgM tienen un papel importante en la
proteccion contra antigenos independientes de T de bacterias
encapsuladas como S. pneumoniae (Capolunghi, et al., 2008;
Khaskhely, et al., 2012; Kruetzmann, et al., 2003). Se ha
reportado una correlacion entre la ausencia de cBm IgM y
la falta de respuesta inmunitaria a bacterias encapsuladas,
no solo en pacientes con extirpacion del bazo sino también
con hazos intactos (Rosado, et al., 2013). También se ha
encontrado que la frecuencia de las cBm IgM disminuye
con la edad y esto iria de la mano con el incremento en el
riesgo de morbilidad y mortalidad debidas a neumonia por
neumococo en los ancianos (Shi, et al., 2005). No obstante,
en otro estudio no se observo dicha disminucion (Colonna-
Romano, et al., 2009).

Recientemente se reportaron cBm IgM humanas especificas
de toxoide tetanico y del antigeno eritrocitico RhD con
signos de paso por el centro germinal (genes Bcl-6 mutados)
(Della Valle, et al., 2014), lo que apoya la nocién de que
existen “rondas” de cBm en humanos y que las cBm IgM
tienen larga vida y pueden reconformar el grupo de cBm
conmutadas después de exposiciones repetidas al antigeno,
como se ha descrito en ratones.

Hasta donde se sabe, existe poca evidencia directa del
incremento de las cBm IgM en el curso de una infeccion
humana (Kendall, et al., 2010). Estos autores estudiaron

Células B de memoria IgM

adultos con infeccion por Vibrio cholerae O1 y estimularon
de forma policlonal células mononucleares de sangre
periférica para inducir la transformacion de las diferentes
subpoblaciones de cBm en células secretoras de anticuerpos.
En los sobrenadantes de cultivo encontraron un aumento
significativo de las IgM especificas de un antigeno
independiente de T, un lipopolisacarido, y un antigeno
dependiente de T, la subunidad B de la toxina colérica,
después de 30 dias de infeccion (Kendall, et al., 2010).
Sin embargo, bajo estas condiciones experimentales la IgM
detectada puede provenir de cBm IgM o de cBm solo IgM.

En nuestro grupo de investigacion se han venido estudiando
las células B especificas de rotavirus (células B-RV) desde
hace varios afios con el animo de entender la respuesta
de células B-RV y de proponer nuevos marcadores de
proteccion después de la vacunacidon. Se han detectado
frecuencias bajas de cBm IgM especificas de RV circulantes
en lactantes que carecian de RV-IgA y que, por lo tanto, era
improbable que hubieran sido infectados por el virus (Rojas,
et al., 2007). Esto sugiere que se desarrollaron en ausencia
de estimulacion antigénica y que, posiblemente, hacian parte
de las ¢cBZM circulantes. En adultos sanos, probablemente
infectados por RV en mas de una ocasion, se evidencio que
las células B-RV circulantes estaban enriquecidas en las
cBm IgM (Herrera, et al., 2014; Rojas, et al., 2008). La
antigenemia y la viremia podrian explicar el que las células
B-RV estuvieran enriquecidas en cBm IgM originadas en
el bazo, pero queda por establecer cual seria el papel de las
c¢lulas semejantes a las ¢cBZM identificadas en el intestino
de humanos (Spencer, et al., 1985).

Al analizar las células IgM que unen el antigeno de RV se
observo que las cBm IgM se podian subdividir con base en
la expresion relativa de cada una de las inmunoglobulinas
en dos poblaciones: las que expresaban altos niveles
de IgM y bajos niveles de IgD (IgM*™* IgD*) y las que
expresaban bajos niveles de IgM y altos niveles de IgD
(IgM* IgD**) (Narvaez, et al., 2012). Recientemente se
demostré que, comparadas con las cBm totales, las células
B-RV estaban enriquecidas en todas las poblaciones de
cBm IgM: solo IgM, IgM** IgD* e IgM* IgD** (Herrera,
et al., 2014). Ademas, se observo que al estimular in vitro
la poblacion de cBm IgM, aquellas células especificas de
RV hicieron conmutacion de isotipo en menor grado que
la poblacion total homologa (Narvaez, et al., 2012). Por
ultimo, las inmunoglobulinas con componente secretor
especificas de RV presentes en plasma de niflos vacunados
con RIX 4414, un precursor de la vacuna Rotarix®, se
correlacionaron con la proteccion (Herrera, et al., 2013).
Parte de estas inmunoglobulinas con componente secretor
son probablemente IgM (Herrera, et al., 2013), lo que
sugiere que las ¢cBm IgM cumplirian un papel impor-
tante en la proteccion frente a RV. Faltaria por establecer
si alguna de estas subpoblaciones es mas relevante para
la proteccion.
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Caracteristicas de las células B de la zona marginal

Las células B de la zona marginal (¢cBZM) del bazo de
roedores se consideran un linaje separado que se diferencia
de las células B transicionales T2 en precursores de zona
marginal, entre otras razones por la influencia de NOTCH2,
y que contintian la diferenciacion hacia ¢cBZM (Pillai &
Cariappa, 2009). La gran mayoria son virgenes, tienen
muy pocas mutaciones en sus genes de inmunoglobu-
linas (Hendricks, et al., 2011), estan en un estado de
pre-activacion (Martin & Kearney, 2002), desarrollan
una respuesta rapida de IgM e IgG3 contra patdogenos
independientes de T que ingresan al compartimento
sanguineo (Reynaud, et al., 2012), y se las cataloga como
células B de la respuesta inmunitaria innata. No obstante,
son funcionalmente versatiles, pues responden a multiples
retos microbianos que incluyen también antigenos depen-
dientes de T como las proteinas (Cerutti, et al., 2013).
En contraste, ademas de las que se encuentran en el bazo
de los humanos, existen equivalentes de ¢cBZM en el
area subepitelial de las placas de Peyer (Spencer, et al.,
1985), en la pared interior de los senos subcapsulares de
los nodulos linfaticos y en el epitelio de las criptas de las
amigdalas (Cerutti, et al., 2013), asi como circulantes en
sangre (Weller, et al., 2004).

Las ¢cBZM de bazos humanos comparten ciertas carac-
teristicas con las ¢cBZM de ratones: la localizacion en
la periferia de los foliculos B y el fenotipo: IgM*™ IgD*
CD21* CD23 CD1c** (Bagnara, et al., 2015; Ettinger,
et al., 2007; Weller, et al., 2004), pero tienen un receptor
de inmunoglobulinas mutado (Dunn-Walters, et al., 1995;
Reynaud, et al., 2012) y diversificado por hipermutacion
durante la ontogenia (Weller, et al., 2004; Weller, et al.,
2008). En efecto, se han detectado células con fenotipo
de cBm IgM con hipermutaciones somaticas durante
el desarrollo fetal humano (Scheeren, et al., 2008). En
cuanto al origen de la diversificacion por hipermutacion
de los genes de las inmunoglobulinas de ¢cBZM, hay datos
contradictorios sobre el papel de los neutrdfilos en su induc-
cion (Nagelkerke, et al., 2014; Puga, et al., 2012). En dos
estudios, uno en ratones (Wesemann, et al., 2013) y otro
en humanos (Vossenkamper, et al., 2013), se ha sugerido
que las células B pueden desarrollarse en la lamina propia
del intestino, bajo la influencia de los microorganismos
intestinales, lo que indica que este podria ser un sitio de
diversificacion del repertorio de las cBZM.

Recientemente se reportd la deteccion de precursores de
¢BZM en los bazos de nifios (Descatoire, et al., 2014). Estos
precursores se diferencian en células semejantes a cBZM
ante el estimulo por la via NOTCH2 y su ligando, DLLI.
Ademas, el transcriptoma de ¢cBZM difiere del de las células
B virgenes del bazo en la expresion génica de por lo menos
1.855 genes, mientras que los precursores parecen compartir
la expresion comun a las dos poblaciones.
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En un estudio reciente se analizaron muestras pareadas
de sangre y bazo de tres individuos y se compararon
las secuencias V DJ, de las ¢cBZM del bazo y las ¢cBm
IgM circulantes (Bagnara, et al., 2015). Los autores
evidenciaron, como era de esperarse, un alto porcentaje de
clones compartidos entre estas dos poblaciones. Mas aun,
encontraron que en la circulacion se localiza solamente un
subgrupo relacionado con las cBZM de bazo y que, por lo
tanto, no todas las cBZM de bazo vuelven a circular de igual
forma (Bagnara, et al., 2015). Este hallazgo deja abierta la
pregunta sobre el tipo de seleccion que se ejerce sobre las
c¢BZM del bazo para que vuelvan a circular.

Cuando se contrastaron los transcriptomas de las cBm IgM*
humanas de sangre y ¢cBZM del bazo se encontr6 que se
asemejaban, pero que eran muy diferentes al de las cBm
conmutadas (Descatoire, et al., 2014). De los 50 genes
con expresion mas diferenciada entre las cBZM y las cBm
conmutadas de bazo, solamente 35 también lo eran con
respecto a las cBm IgM de sangre y las cBm conmutadas en
sangre. Estos resultados indican que, aunque hay una gran
homologia entre las cBZM de bazo y las cBm IgM de sangre,
existen diferencias entre ellas que podrian explicarse por la
heterogeneidad de la poblacion sanguinea y se deberian, en
parte, a la presencia de cBm IgM de la respuesta adaptativa.

Comparadas con sus contrapartes conmutadas, los transcrip-
tomas de las cBZM de bazo y las cBm IgM de sangre tienen
una regulacion positiva marcada del factor de transcripcion
SOX7 y una regulacion negativa del gen COCH y de los
factores de transcripcion TOX y HOPX (Descatoire, et al.,
2014). Todas estas moléculas tienen funciones centrales en
el sistema inmunitario; SOX7, particularmente, es un factor
de transcripcion con un papel importante en el desarrollo de
los precursores de células sanguineas (Seguin, et al., 2008)
y es el factor de transcripcion que mejor discrimina las cBm
conmutadas de las cBZM, por lo que se ha propuesto como
el factor de transcripcion clave en su desarrollo (Descatoire,
etal., 2014).

Por ultimo, es importante resaltar que pacientes con
el sindrome de Alagille, que tienen una deficiencia de
NOTCH2, presentan una reducciéon en el numero de
cBm IgM, pero mantienen niveles de cBm conmutadas
normales. Sin embargo, en la sangre de los pacientes
permanece aproximadamente una tercera parte de las cBm
IgM presentes en individuos sanos, lo que respalda la
nocion de la heterogeneidad de esta poblacion (Descatoire,
et al., 2014).

Caracteristicas de la subpoblaciéon de cBm IgM
dependiente de centro germinal

La existencia de un componente de cBm IgM dependiente
de centro germinal en el seno de la poblaciéon de cBm IgM
humanas estd respaldada por varios hallazgos. En dos
estudios (Seifert & Kuppers, 2009; Wu, et al., 2010) se
compararon los patrones de mutaciones de los genes de las
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inmunoglobulinas de las cBm IgM (sin incluir las cBm solo
IgM) y de las cBm conmutadas circulantes en sangre: en un
caso los resultados de la amplificacion especifica de CDR3
indicaron que ambas poblaciones se generaban en el centro
germinal y se encontraron evidencias de que el desarrollo
puede ser secuencial y que inicialmente se generan cBm
IgM, las cuales pueden salir tempranamente del centro
germinal o permanecer en ¢l y generar cBm conmutadas; por
lo tanto, la poblacion de cBm IgM y la de cBm conmutadas
estarian relacionadas (Seifert & Kuppers, 2009). En el
otro caso, por el contrario, los patrones de mutaciones de
los genes de las inmunoglobulinas de ambas poblaciones
fueron muy distintos, lo que sugiere que en la mayoria
de los casos las cBm IgM se desarrollan en respuesta a
estimulos distintos a los que generan las cBm conmutadas
(Wu, et al., 2010), aunque hay que tener en cuenta que esta
ultima aproximacion metodologica es menos informativa
que la amplificacién de los CDR3. En el primero de estos
trabajos también se identificaron mutaciones en el gen Bcl6
en las cBm IgM humanas y, por lo tanto, se vio respaldada
la nocion de que algunas de estas son emigrantes tempranas
del centro germinal de una respuesta clasica dependiente de
linfocitos T (Seifert & Kuppers, 2009).

Los analisis de la capacidad de migracion in vitro muestran
que, comparadas con las cBm conmutadas, las cBm IgM
tienen mayor capacidad de migracion al foliculo B por
presentar mayor sensibilidad a la quimiotaxis dependiente
de CXCRS5 y CCR7, expresar moléculas de adhesion celular
C (JAM-C) y tener mayor capacidad de diferenciarse en
el centro germinal debido a su incrementada inducciéon de
expresion del Bel-6 in vitro (Seifert, et al., 2015). Esto
sugiere que tienen mayor propension a volver a entrar en
reacciones de centro germinal, y sustenta la existencia
de “rondas” de respuestas de cBm humanas similares a
las del raton.

Al estudiar la historia de la replicacion de las ¢cBm IgM
(Berkowska, et al., 2011b), se ha detectado que las cBm
solo IgM parecen haberse dividido en forma similar a las
c¢Bm conmutadas, pero mas que las ¢cBm IgM, por lo cual
se espera que estas ultimas tengan una mayor capacidad de
replicacion que las cBm solo IgM. Asi mismo, el cocultivo
con neutrofilos activados o estimulos como la terbutalina,
la molécula de adhesion celular relacionada con el antigeno
carcinoembrionario 8 (CEACAMS) o anti-Ig (estimulos
independientes de linfocitos T), inducen un mayor nimero
de células que secretan anticuerpos en cBm IgM que en
cBm conmutadas, en oposiciéon a lo encontrado con los
estimulos como el CD40 (estimulo dependiente de linfocitos
T) (Seifert, et al., 2015). Ultimamente se ha observado que
las ¢cBm IgM humanas purificadas circulantes en adultos
sanos (incluidas las cBm solo IgM), y estimuladas de forma
policlonal semejando una respuesta independiente de T,
proliferan rapidamente y generan células secretoras de anti-
cuerpos IgG (Vasquez, et al., 2015).

Células B de memoria IgM

Al comparar los transcriptomas de las ¢cBm IgM vy las
cBm conmutadas se identificaron 422 genes con expresion
diferencial entre ellas y las proteinas codificadas en dichos
genes explican algunos comportamientos biologicos de las
c¢Bm IgM in vitro (Seifert, et al., 2015).

Un factor de confusion muy importante al analizar los
resultados de los diversos estudios sobre las cBm IgM, es
que en varios de ellos las cBm solo IgM (IgD" IgM?*) estan
contenidas en la poblacién de las cBm IgM (IgD* IgM™).
Las ¢cBm solo IgM, junto con las ¢cBm conmutadas, se
encuentran ausentes en pacientes con sindrome de hiper IgM
ligada al cromosoma X, lo que indica que se desarrollan por
vias de diferenciacion distintas de las cBm IgM (Weller,
et al., 2001). Esta es una de las razones por las cuales las
cBm solo IgM se han considerado como las “verdaderas”
cBm con fenotipo de IgM (Lanzavecchia & Sallusto,
2009), y parecen generarse en centros germinales primarios
(Berkowska, et al., 2011a).

Varios autores han comparado las ¢cBm IgM con las ¢cBm
solo IgM. Al contrastar los patrones de longitud de los
CDR3 de las células B de sangre periférica humana se
evidencid que mientras las c€lulas B virgenes mostraban una
gran diversidad en este parametro, las cBm solo IgM y las
cBm conmutadas presentaban una diversidad limitada que
variaba segtn los individuos (Weill, et al., 2009). Llamo la
atencion que las cBm IgM exhibieron un patrén intermedio
entre los dos patrones de longitud. Més atn, las ¢cBm IgM
tienen un repertorio de genes IGHV (Martin, et al., 2015) y
de secuencias V DJ, (Bagnara, et al., 2015) diferente a las
cBm solo IgM. Asimismo, al analizar las secuencias IGHJ
se observo que las cBm IgM estaban mas relacionadas con
las cBm IgM CD27 que con las ¢cBm solo IgM (Martin, et
al., 2015). Ademas, las cBm solo IgM tienen mayor relacion
precursor-producto que las cBm conmutadas, lo que indica
que representan células B derivadas del centro germinal
(Bagnara, et al., 2015). En contraste, el andlisis de los
transcriptomas de las cBm IgM y las solo IgM evidencia que
el tinico gen expresado de forma estadisticamente diferente
es el IgD, lo que sugiere que tienen capacidades funcionales
similares (Seifert, et al., 2015).

Propuesta de procedimiento de diferenciacion fenotipica
de las subpoblaciones de cBm IgM

Como ya se ha mencionado, en la mayoria de los estudios
funcionales en humanos no es posible establecer cual
es el rol de cada una de las dos subpoblaciones de cBm
IgM, para lo cual es necesario establecer su fenotipo. Muy
recientemente, la subdivision de las cBm IgM que unen el
antigeno de RV en IgM*™* IgD* e IgM* IgD** propuesta por
Narvaez, et al., 2012 fue retomada por un grupo inglés que
analizé la expresion de diferentes marcadores en ambas
poblaciones usando “citometria de masas” (Martin, et al.,
2015). Esta técnica combina la citometria de flujo con la
espectrometria de masas y permite el analisis de un mayor
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Tabla 1. Comparacion de los marcadores expresados por las cBZM de bazo humanas y las dos subpoblaciones de ¢cBm IgM circulantes en

sangre periférica propuestas

Marcador cBZM IgM** IgD* IgM** IgD* IgM* IgD** Nombre/grupo

CD35 ++ i Receptor del complemento tipo 1, CR1

CD44 ++ ++ + Antigeno Hermes, Pgp-1

CD74 ++ + Cadena invariante del CMH de clase 11

CD24 + - Antigeno estable al calor, glicoproteina

CD40 - + Receptor de coestimulacion de cB

CD23 - - + FceRlI

Beta7 -/+ + Integrina

CD21 ++ + ++ Receptor para C3d y EBV, forma el correceptor B con CD19 y CD81
CD38 - + NAD glicohidrolasa

CD95 + + - Apo-1, Fas

CXCR4 - - -+ Receptor para el factor derivado del estroma 1 (SDF-1)
TNFa + - Citocina

CD69 - - + Molécula inductora de activacion (AIM)

CD27 ++ ++ + Coestimulador de cB

2 (Ettinger, et al., 2007); ® (Martin, et al., 2015)

nimero de parametros celulares que la citometria de flujo
convencional. Los autores encontraron que la frecuencia
relativa de las células B IgM* IgD** disminuia con la edad
y, por el contrario, la frecuencia relativa de las células B
IgM** IgD* aumentaba con la edad (Martin, et al., 2015).
Detectaron, ademas, algunos marcadores que se expresaban
diferencialmente en estas dos subpoblaciones (Tablal)
y notaron que las células B IgM™ IgD* tuvieron mas
marcadores en comun con las cBm solo IgM y con las cBm
conmutadas que con las células B IgM* IgD** (Martin, et al.,
2015). Por esta razon, los autores propusieron que las cBm
IgM se pueden dividir en dos subpoblaciones: las células
B IgM** IgD* podrian ser la poblacion mas semejante a las
cBm solo IgM, dependientes de T (de centro germinal), y
las células B IgM* IgD*™, la poblacion responsable de la
respuesta independiente de T contra los polisacaridos y, por
consiguiente, correspondiente a cBZM (Martin, et al., 2015).
No obstante, esta interpretacion es contraria al hecho de que
las cBZM de bazo se han catalogado persistentemente como
IgM** IgD* y comparten algunos marcadores con las células
B IgM** IgD* (Tabla 1). Solo con mas investigaciones, por
ejemplo sobre el repertorio de genes de inmunoglobulinas,
el transcriptoma y los estudios funcionales (proliferacion y
generacion de células secretoras de anticuerpos), se podra
generar evidencia que respalde esta interpretacion.

Conclusion

En Ia literatura cientifica reciente se comenzo a aceptar que
los resultados aparentemente contradictorios del estudio de
las cBm IgM circulantes en sangre se deben probablemente
a que es una poblacion heterogénea e importante para
las respuestas de defensa de primera linea y para las de
centro germinal. Aunque se ha propuesto que la expresion
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diferencial de IgM e IgD en las cBm IgM serviria para
distinguir estas subpoblaciones de células B, se requieren
mas estudios fenotipicos y funcionales para esclarecer
sus caracteristicas.
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