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Activacidn y cascada de sefializacidn de los linfocitos B.

Activacion y cascada de senalizacion de los linfocitos B

Sénchez, M.L.

Centro de Estudios Farmacolégicos y Botanicos- CEFYBO-CONICET. Facultad de Medicina-UBA. CABA, ARGENTINA

Contacto: mercedessanchez57@yahoo.com.ar; mercedes.sanchez@conicet.gov.ar

Resumen

Las células B expresan en su superficie inmunoglobulinas de membrana asociadas a un heterodimero,
que participa en la cascada de sefalizacion para la activacién de estas células y su diferenciacion en células
plasmaticas productoras de anticuerpos secretados. Los reordenamientos del ADN y el corte y empalme al-
ternativo del ARN son dos mecanismos que permiten explicar la gran diversidad de idiotipos de anticuerpos
presentes en el organismo, los sitios de reconocimiento del antigeno con diferente especificidad o afinidad,
asicomo la co-expresién de diferentesisotipos de inmunoglobulinas(IgM e IgD) sobre la membrana plasma-
tica y la diferenciacion entre inmunoglobulinas de membrana y secretadas (mlgM y slgM). Las reacciones
de fosforilacién de las proteinas resultan de fundamental importancia para este proceso. En esta activacion,
participan también los fosfatidil-inositoles para la produccion del inositol 3 fosfato(IP3), que incrementa
la concentracion de calcio intracelular y del diacilglicerol(DAG), que activa la protein-quinasa C. Por otro
lado, se produce la activacién de proteinas BLNK, Tec quinasas, PLC y GEF [guanine Exchangefactor], el
que activa Ras y Rac, los cuales a su vez activan la via de las MAP quinasas. Todas estas vias producen
la activacién de diversos factores de transcripcion, como NF-kB, NFAT y AP1, capaces de regular la trans-
cripcién de diversos genes. Las inmunodeficiencias genéticas de algunas de las moléculas, que participan
en la cascada de sefializacién de la activacion del receptor de células B funcional (BCR) producen distintos
fenotipos, entre los cuales se encuentra el detenimiento de la transicién de células pro-B a pre-B. El empleo
de terapias génicas resulta de fundamental utilidad para el correcto funcionamiento del sistema inmune.
Los microARNs[miARNs] son moléculas enddgenas que cumplen un rol fundamental en la regulacién de la
expresion de los ARN, mensajeros celulares. La inhibicion de la expresién de dos enzimas clave en su bio-
sintesis en progenitores de células B tempranas, resulta en un bloqueo completo en el desarrollo de células
B, en la transicion pro-B a pre-B. Los miARNs también regulan el desarrollo de las células B en la periferia. La
inhibicién de la molécula Dicer en células B maduras, resulta en un aumento de células B en la zona margi-
naly una disminucién de células B foliculares.

Palabras clave: linfocitos, receptor, microARN.
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On the cell membrane, B cells express immunoglobulins that are associated with a heterodimer that
participates in the signalling cascade for the activation and the posterior differentiation in plasma cells
that produce secreted antibodies. The great diversity of antibodies that exist in the organism, the sites
of antigen recognition with different specificity and affinity, the co-expression of different isotypes of
immunoglobulins(IgM and IgD) on the plasma membrane, and the differentiation between membrane and
secreted immunoglobulins (mIgM and slgM] can be explained by genetic rearrangements of the DNA and
alternative splicing of the RNA. Phosphorylation reactions of the proteins result of fundamental importance
forthis process. Inthe activation, phosphatidylinositols participate in the production of phosphate-3inositol
(IP3], which increases the intracellular calcium levels, and of diacylglicerol (DAG), which activates protein-
kinase C. On the other hand, BLNK protein, Tec kinases, PLC and GEF, Ras and Rac are activated and the MAP
kinase pathway is stimulated. All these processes induce the activation of several transcription factors such
as NF-xB, NFAT and AP-1, which regulate the transcription of several genes. Genetic immunodeficiencies
caused by mutations of the molecules involved in the signaling cascade of B cell receptor (BCR) activation
produce different phenotypes, including the blockage of the transition from pro-B to pre-B cells. The
use of gene therapies is of fundamental value for the proper functioning of the immune system. Micro-
RNAs(miRNAs) are endogenous molecules that have a fundamental role in the regulation of the expression
of cellular mRNAs. The inhibition of the expression of two key enzymes in the biosynthesis in progenitors
of early B cells results in a complete blockage of the development of B cells, in the pro-B to pre-B transition.
MiIRNAs also regulate the development of B cells in the periphery. The inhibition of Dicer in mature B cells
leads to an increase in the marginal zone B cells and a decrease in follicular B cells.

Key words: lymphocyte, receptor, miRNA.
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En la respuesta immune adaptativa, las células B son
responsables de la respuesta mediada por anticuerpos. El
desarrollo de las células B comienza en los tejidos linfoides
primarios, con una maduracién funcional subsecuente en
los tejidos linfoideos secundarios. Se han descrito diferen-
tes estadios definidos por la expresion y reordenamiento
del receptor de células B funcional (BCR) y los genes de la
inmunoglobulina (Ig)3.El primer estadio de desarrollo que
se ha especificado en la diferenciacién hacia el linaje B, se
denomina pro-B y esta caracterizado por el reordenamiento
de la cadena pesada lg. En el estadio pro-B, Igo.(CD79a) e
lg3(CD?9b]) son expresadas en la superficie.

Las células B participan en la respuesta inmune adap-
tativa contra patdégenos, que proliferan,, diferenciandose y
produciendo anticuerpos. La regién N-terminal de la inmu-
noglobulina contiene el paratope, que es la regién de unién
al epitope antigénico. La region C-terminal de la cadena pe-
sada de lainmunoglobulina presenta una cola hidrofilica con
una cisteina, que desempenia el rol de prevenir la secrecién
prematura y el ensamblaje de la IgM secretoria madura. Una
vez que se llega al estadio de célula plasmatica, la cisteina
participa en la formacién de un enlace covalente de puen-
tes disulfuro de las unidades monomeéricas, para formar la
IgM secretoria polimérica. Las células plasmaticas secretan
IgM, ya sea como pentameros o hexameros, en los cuales
una cadena J une a las unidades monomeéricas por puentes
disulfuro. Las cadenas pesadas y las cadenas livianas de la
inmunoglobulina estan unidas covalentemente por puentes
disulfuro. Las cadenas pesadas presentan un dominio va-
riable (VH] en el dominio N-terminal y cuatro dominios cons-
tantes (denominados CH1- CH4 desde el extremo N al extre-
mo C terminal]. Las livianas presentan un dominio variable
(VL) y un dominio constante(CL]. El CL estd juxtapuesto a
CH1 yel VL al VH en los extremos del receptor de células B.
LaVHyla VL determinan la especificidad del BCR en el reco-
nocimiento antigénico.

Existen eventos de recombinacién de los distintos do-
minios de las cadenas livianas y pesadas, por los que se
pueden yuxtaponer secuencias exénicas a partir de un gran
numero de segmentos génicos, que dan como resultado un
repertorio de anticuerpos muy vasto.

El primer evento de recombinacién se produce entre los
segmentos D(Diversity) y J (Joining) de la cadena pesada,
por seleccién de sélo uno de los segmentos D y sélo uno de
los segmentos J de conjuntos exénicos, que se encuentran
enel ADN gendmico. En este procesotienenunrol fundamen-
tal las enzimas cataliticas recombinasas(recombination
activating gene}, denominadas Ragl y Rag2.

Existen factores epigenéticos que regulan la accesibili-
dad de las enzimas al ADN enrollado en el nucleosoma. La
acetilacién de lisinas, la metilacién de lisinas, la fosforila-
cién de tirosinas y serinas y la ubiquitinizacién de lisinas
en las colas aminoterminales de las histonas son factores,
que modifican el grado de compactacién de la cromatina. La
acetilacion producida por la HAT (histone acetyltransfera-

ses) permite un grado de accesibilidad de las enzimas a la
cromatina, para que la recombinacién VDJ se produzca con
éxito. Por otro lado, la metilacién de la lisina 4 de |a histona
H3 promueve la recombinacién VDJ, mientras que la dimeti-
lacién de lalisina 9 en |a histona H3 parece asociarse con la
inhibicién de la recombinacién VDJ.

En el proceso de recombinacién se pierde el material ge-
némico correspondiente a los intrones no codificantes, ubi-
cados entre los distintos segmentos génicos. Luego tiene
lugar la recombinacién VDJ, que es el proceso por el cual un
segmento V es seleccionado a partir de un gran nimero de
segmentos V, para ser juxtapuesto a un segmento reorde-
nado DJ.

El procedimiento que permite la expresién selectiva de
los genes codificados en uno de los alelos, ya sea materno
o paterno, recibe el nombre de exclusién alélica. Después de
que se produce el reordenamiento productivo de la cadena
pesada, tiene lugar el de la cadena liviana.

Las horquillas de ADN son reconocidas, procesadas y
reparadas por el camino de unién no-homélogo (non-homo-
logous end joining pathway: NHEJ). En primer lugar, el hete-
rodimero Ku?0/80 se une al ADN y forma un anillo alrededor
del extremo del mismo, que puede migrar a lo largo de la do-
ble hélice. Ku70/80 puede atraer a la subunidad catalitica
de la protein-quinasa ADN-dependiente DNA-PK]. Esta pro-
teiha es una quinasa serina/treonina de mamifero, que esta
implicada en la reparacién de la doble ruptura del ADN*?,
la replicacién del ADN, la transcripcién y la recombinacién
V (D) J&!. Los ratones deficientes en Ku80 no presentan
recombinacién V (D) J en el locus de lainmunoglobulina®?.

La autofosforilacion de la DNA-PK induce un cambio con-
formacional en el complejo de unién del ADN de Ku70/80
y DNA-PK, denominado colectivamente complejo DNA-PK%
14 Luego de este cambio conformacional, el complejo Arte-
mis abre la horquilla de ADN*>16, Si los extremos son com-
patibles, pueden ser ligados por la ligasa IV, la que forma
un complejo estable denominado “Cernunnos”'’. Antes de
la ligacidn, los nuclectidos sin templado (N] pueden ser in-
sertados por la desoxinucleotidil transferasa terminal (TdT)
o delecionados via la actividad de la exonucleasa'® 19, La
apertura de la cromatina probablemente requiere la fosfori-
lacién inicial de la histona H2AX, la quinasa ATM, el complejo
(NBS]1 y varias enzimas necesarias para la adicién de ubi-
quitina cerca de las rupturas de doble cadena, incluyendo
RNF8 y RNF168 2922,

En la cadena liviana también se producen eventos de re-
combinacién entre los segmentos V y J de la cadena . Si
este reordenamiento no es productivo, es decir, si no se for-
ma una unién, que dé como resultado una cadena proteica
entera sin mutaciones por corrimiento del marco de lectura,
se producird el reordenamiento de la segunda cadena k. Si
estos eventos no son productivos, se producird el reordena-
miento de una cadena A y, si este no es productivo, el de la
otra.

El segundo fendmeno que incrementa la diversidad del

ByPC 2016;80(2):34-44.
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repertorio de anticuerpos es la combinacién de las cadenas
pesadas y livianas.

El tercer evento es la adicién de nucledtidos P (palindré-
micos) o N (sintemplado] a los extremos de los exones, que
quedaron libres luego del fenémeno de ruptura de la doble
hebra de ADN.

El cuarto, que aporta diversidad al sistema es la hiper-
mutacién somatica, por la cual se reemplazan nucledtidos
de las regiones determinantes de complementariedad, ubi-
cadas en el paratope del anticuerpo. Todos estos procesos
dan como resultado un repertorio de anticuerpos mayor a
1012 idiotipos.

Posteriormente, tiene lugar la recombinacién de los seg-
mentos VDJ a las regiones C de las cadenas pesadas y livia-
nas.

Existen cinco segmentos Cy, C3, Cy, Ce y Ca. cuya selec-
cién dard lugar a los distintos isotipos de las inmunoglobuli-
nas. El proceso de recombinacién también es activado para
juxtaponer los segmentos VDJ con los segmentos C de la
region constante de la inmunoglobulina.

Los linfocitos B en su etapa de maduracién a células
plasmaticas sufren un proceso de corte y empalme alterna-
tivo de ARN(splicing alternativo], que permite a las células
expresar IgM e IgD al mismo tiempo sobre la membrana ce-
lular. Este proceso de corte y empalme implica que algunas
copias del ARN mensajero contendran el exdén correspon-
diente a Cu y otras copias el correspondiente a Cd.

Otro proceso de corte y empalme alternativo implica la
eliminacién de los ribonucleétidos correspondientes a los
dos exones transmembrana, que se encuentran en el ARN
que codifica para la IgM de membrana. Al eliminar estos
exones, la proteina serd asociada con otros mondmeros y la
cadena J para ser secretados.

Receptor de células B

Las células B estan involucradas en el proceso de pre-
sentacién antigénica a células T y secretan citoquinas re-
gulatorias y quimoquinas. Las células B expresan recepto-
res de unién al antigeno con regiones altamente variables
y restringidas clonalmente, es decir que cada clon expresa
un tipo de inmunoglobulina, ya sea IgM, IgD, IgA, IgE 0 1gG%3.

En la superficie celular, la molécula por inmunoglobulina
forma un complejo con otras proteinas como CD79a (Iga) e
CD?79b (IgB), que estan implicadas en el ensamblaje del re-
ceptor. Elreceptor de células B estd compuestodeunalgMo
lgD, unida a membrana (mlg) asociada no-covalentemente
a este heterodimero de Iga e Igf3 ligados por puentes disul-
furo®427,

Una vez que el antigeno se une al receptor de membra-
na plasmatica, las sefiales son transducidas a través de la
fosforilacién, motivo de activacién basado en tirosina del
inmunoreceptor [immunoreceptor tyrosine-based activa-
tion motif(ITAM]] contenido en las colas citoplasmaticas de
CD79aL y CD79B23:252830,

Los receptores antigénicos de los linfocitos B y T son

miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas, cuya
especificidad estd determinada por una serie de reorde-
namientos gendmicos. En ambos casos, los dominios de
unién del ligando a los receptores estan definidos por una
combinacién de dos polipéptidos codificados independien-
temente, que estan unidos por puentes disulfuro. Ademas,
estos receptores estan asociados con un ndmero de otras
proteinas sobre la superficie celular. EI TCR (T cell receptor)
es un complejo de al menos seis polipéptidos diferentes, in-
cluyendo las cadenas antigeno especificas o/} y v/d, aso-
ciadas con los polipéptidos CD3 €, v, 8y L o, los cuales son
requeridos para el correcto ensamblaje y el transporte a la
superficie3>34. Los homélogos de las proteinas asociadas al
TCR en las células B son Iga. e IgB3>39, las cuales forman un
heterodimero que esta asociado a |gM%4, y ambas proteinas
comparten un dominio de secuencia intracitoplasmatica
con CD3y, & y (28 Ademss, Iga e IgB parecen ser requeri-
das paraeltransporte de IgM a lamembrana celular de fibro-
blastos transfectados y células B®+49,

Se ha reconstituido la funcion del receptor de inmunog-
lobulinas en linfocitos T por transfeccién de los componen-
tes clonados del receptor. El transporte eficiente de la IgM
a la superficie de células T requiere la co-expresion de Igf3.
Mds aun, las moléculas IgM e IgP solas fueron suficientes
para reconstituir la sefal de transduccién antigeno espe-
cifica por la inmunoglobulina en células T transfectadas.
El entrecruzamiento de la IgM, ya sea con los anticuerpos
anti-receptor o el antigeno inducen el flujo de calcio, el re-
cambio del fosfatidilinositol y la secrecidn de interleuquinas
encélulasT.

Estos experimentos establecen un requerimiento de Igf3
en la funcién del receptor de inmunoglobulinas y sugiere
que este aparato de sefalizacién de las células Ty B es es-
tructuralmente homélogo*!. Una funcién biolégica efectora-
que es inducida por la activacién del TCR es la secrecién de
IL-2. Las células T Jurkat transfectadas con IgM e Igf3 o IgM,
Igf, e lga secretan IL-2 en respuesta al tratamiento con
anti-IgM.

Experiencias con lineas celulares T mutantes y compo-
nentes aislados del TCR han establecido que la cadena CD3
€ es necesaria y suficiente para la transduccién de sefia-
les*24°, Ademds, la cadena CD3 ¢ es también capaz de indu-
cirlaactivacionT, posiblemente por un camino alternativo®®.
El entrecruzamiento del TCR, o de las cadenas aisladas € o
g, lleva a la activacién de quinasas dependientes de CD45,
incrementa el recambio de fosfoinositol y la movilizacién
de calcio. Un conjunto muy similar de eventos es inducido
por el entrecruzamiento de la IgM sobre la superficie de las
células B. Por otra parte, el tratamiento de las células con
antigeno monomérico no indujo la sefializacién. Sin embar-
go, el pre-tratamiento de las células con fosforilcolina (PC)
bloqued la respuesta a PC-BSA. Asi, el entrecruzamiento de
la inmunoglobulina transfectada parece ser un hito impor-
tante del mecanismo de sefalizacién.

La co-expresion de IgM e IgP es suficiente para reconsti-

ByPC 2016;80(2):34-44.
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tuir tanto la expresién de IgM en la superficie y la funcién en
las célulasT.

Existen evidencias que indican que Iga e Igf son impor-
tantes para el transporte de la Ig a la superficie de células B
y fibroblastos. Las lineas celulares B a las que les falta Igf3
fallan en la expresion de IgM, y este fenotipo puede ser res-
taurado por transfeccién de Igow clonada?®. Similarmente,
en los fibroblastos, tanto la molécula Iga como la Igf} son
requeridas para la expresion en la superficie de IgM, sin em-
bargo, otros isotipos de IgM pueden ser expresados sobre la
superficie de fibroblastos con IgB atin en ausencia de Iga*C.

Un modelo atractivo de la estructura del receptor de IgM
propone que la IgM interactla con el par de heterodimeros
Iga e IgP. En este modelo, estas moléculas estan unidas
por puentes disulfuro e interactdan con IgM, en parte a tra-
vés de cadenas laterales de aminodcidos en los dominios
transmembrana. Teniendo en cuenta la estructura cuater-
naria propuesta, se demostré que Igo no era requerido es-
trictamente, tanto para la expresion en la superficie o en la
funcién de los receptores antigénicos IgM en células T trans-
fectadas. Se interpreté que uno 0 mas componentes de la
célula T, no presentes en fibroblastos o en células B, puede
substituir a IgaL.

La experiencia indica que la sefializacién en células Ty B
seinicia por activacion de las tirosin quinasas. Asi, tanto Igo
como Igf son, rdpidamente, fosforiladas después del entre-
cruzamiento de la IgM en las células B2>25:39, Las proteinas
€y ZAP-70 son fosforiladas luego del entrecruzamiento del
TCRen células 478, | as quinasas que se asocian con la IgM
en células B son p56lyn, fyn y blk*¥°0 y difieren de las aso-
ciadas con el TCR(fyn)®L.

Existen al menos dos mecanismos por los cuales la IgM
y la Ig pueden explicar las diferencias entre el aparato de
transduccién de sefiales de células Ty B. Primero, IgM e Ig3
pueden interactuar directamente con una de las tirosin qui-
nasas de la célula T, formando un complejo con similaridad
estructural al CD3 { o €. El entrecruzamiento de las cadenas
aisladas C y € es suficiente para inducir la sefalizacién in-
ducida en células T transfectadas*>#44® y existe secuencia
de homologia entre ¢, € e IgB%8. Asi, las mutaciones en la
secuencia consenso intracitoplasmatica compartida des-
truyen la sefal de transduccién mediada por €. Un segundo
mecanismo para explicar la transduccién de sefales por IgM
e lgo en las células T puede involucrar una asociacién direc-
ta de lgM con las proteinas codificadas por las células T. Los
componentes CD3 realizan esta funcién, puesto que estan
estructural y funcionalmente relacionados con Iga. e IgB®.

Una diferencia mayor entre los receptores TCR y la in-
munoglobulina es la naturaleza del antigeno reconocido
por los dos receptores. Las inmunoglobulinas reconocen
los antigenos directamente, mientras que el reconocimien-
to del antigeno por el TCR estd restringido por el complejo
mayor de histocompatibilidad. Varios grupos han mostrado,
que los receptores quiméricos compuestos de regiones va-
riables de inmunoglobulinas y regiones constantes del TCR
pueden funcionar de una forma independiente del complejo
mayor de histocompatibilidad. Las células T que expresan

receptores antigénicos funcionales de inmunoglobulinas
tienen el potencial para el reconocimiento de cualquier anti-
geno reconocido por los anticuerpos de una forma indepen-
diente del complejo mayor de histocompatibilidad.

Sefalizacion intracelular en las células B

La transduccién de sefiales por inmunoglobulinas es me-
diada a través de Iga e IgB°2. El dominio citoplasmatico de
estas lgs asociadas contiene una secuencia consenso, que
es compartida con las proteinas de sefalizacion de la célula
Ty el receptor Fc?8.

Con el objeto de verificar que los heterodimeros lga. e
IgB son los componentes de la sefializacién del receptor
lg, se estudiaron mutaciones de inmunoglobulinas que
interfieren con la sefal de transduccién. Se encontré que
mutaciones especificas en el dominio transmembrana de la
inmunoglobulina, que inactivan las respuestas de Ca®* y la
fosforilacién, son capaces de desacoplar la IgM del hetero-
dimero lga-lg. Estos resultados definen los dominios, que
son esenciales para el ensamblaje del receptor de las inmu-
noglobulinas. En contraste, Igo e Ig3 son ambas necesarias
y suficientes para mediar la transduccion de sefales por el
receptor de inmunoglobulinas en células B. Ademas, la Igo
ylalgP pueden activar diferentes caminos de sefializacion.

El entrecruzamiento de las inmunoglobulinas de superfi-
cie conduce a la fosforilacién de Igace Igf y a la activacién de
quinasas asociadas al receptor 26:394043,50.53.54 1| a5 |ineas
celulares B que llevan inmunoglobulinas con mutaciones en
la region transmembrana impiden la transduccién de sefa-
les>>°, El trabajo con mutaciones de sustitucion de los ami-
nodacidos YS por VV de los exones transmembrana de la IgM
humana y proteinas quiméricas compuestas por las colas
citoplasmaticas de Igo e Igf3, mas el dominio transmembra-
na de las inmunoglobulinas: IgM:lgB, IgM:lga e IgM:IgB-Y/F
206, se demostré que las mismas desestabilizan el recep-
tor antigénico de la célula B. Las células de linfoma B A20
transfectadas con inmunoglobulinas, que unen la fosforil-
colina, fueron usadas para determinar si las mutaciones
del dominio transmembrana de la inmunoglobulina tenfan
algln efecto en las interacciones de lainmunoglobulina con
el complejo Igo-lgB>’. Las células A20 presentan el antige-
no a través de la lgG2a, mientras que el entrecruzamiento
de la IgG2a produce el flujo de calcio®.

El andlisis de las mutaciones de la inmunoglobulina de
membrana ha definido dos grupos distintos de mutantes,
que interfieren con la transduccién de sefiales®>>8. El pri-
mer grupo, representado por la delecién de los tres aminoa-
cidos del extremo COOH-terminal de la cadena IgH(cito), re-
sulta de una IgM anclada por el inositol, que une el antigeno
pero noinduce aunarespuesta en calcio ni presenta antige-
no°”>%, El segundo grupo de mutaciones involucra los ami-
nodacidos polares en el dominio transmembrana de la inmu-
noglobulina®>>"9, La alteracién de estos residuos polares
tiene efecto tanto sobre la transduccién de sefiales, como
en el transporte de laIgM a la superficie celular, sin alterar el
anclaje a la membrana. Por ejemplo, la introduccion de gru-
pos no polares en la posicién 587-588(YS/VV) produce un
receptor que no puede producir el flujo de calcio o presentar
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antigenos®’. Cambios similares, también, resultan en una
inmunoglobulina, cuyo transporte a la superficie celular es
independiente de la coexpresién de Iga e IgB°°. Una explica-
cién para estas observaciones es que los aminoacidos po-
lares en el dominio transmembrana de la inmunoglobulina
forman un puente entre la IgM y el heterodimero lga-lgP. La
asociacién de IgM e lgG2a endégena con estas moléculas
no se produce cuando las mismas se encuentran mutadas o
truncada su cola citoplasmatica®*°>>?. Los grupos polares
en el dominio transmembrana de la inmunoglobulina son
puntos de contacto esenciales para Iga-lgP3. Ademas, exis-
te una fuerte correlacién entre la actividad del receptor y la
habilidad de la cadena pesada de la inmunoglobulina para
formar un complejo estable con lga-lgp.

Las mutaciones de la regién transmembrana interfieren
con la activacién de la fosforilacién de la tirosina. La induc-
cién de la fosforilacién por entrecruzamiento del receptor se
ve completamente disminuida por la mutacién cito. Por otro
lado, la mutacién cito, que crea una forma de IgM anclada
a la membrana por el inositol, destruye completamente la
habilidad del receptor antigénico para estimular la fosfori-
lacién en tirosina. La mutacién YS/VV, que también desaco-
pla al receptor de la Iga-Igp, reduce dramaticamente la in-
duccién de la fosforilacién, pero no elimina completamente
esta respuesta. Este pequefo aumento en la fosforilacién
es reproducible y no una funcién de la reactividad cruzada,
ya que no hay respuesta en las células B, que expresan la
mutante cito o las células no transfectadas.

La respuesta de Ca?* es dependiente de la presencia de
tirosinas conservadas en la posicion 206 de la IgP. Los me-
canismos de sefalizacién para el flujo de Ca’* son depen-
dientes de este residuo, el cual es en parte una secuencia
consenso compartida con otros receptores de reconoci-
miento inmune®2,

Los componentes del receptor Ig han sido asociados con
varias quinasas diferentes incluyendo Lyn, Fyn, Blk y Syk,
la que es homdloga a la ZAP-7049°080.61 En células B, Iga
e IgP pueden servir para conectar la IgM con las quinasas
celulares por unién directa a los dominios SH2.

Los estudios estructurales de los dominios SH2 de src
han demostrado que la interaccién de SH2 con los péptidos
se realiza a través de bolsillos de unién de fosfotirosina e
isoleucina separados por dos aminoacidos®®®*, El consen-
so encontrado en los receptores de reconocimiento inmune
incluye, al menos, dos secuencias repetidas YXXL/I, que in-
teractuarian con los dominios SH2 de la familia de quinasas
Src 5285, Los experimentos in vitro sugieren, que Iga e Igf
pueden mediar diferentes funciones de sefalizacién a tra-
vés de interacciones con diferentes quinasas. Igo e Igf tie-
nen diferentes actividades de sefalizacion y pueden mediar
procesos fisioldgicos independientes in vivo.

La quinasa responsable de esta fosforilacién es la qui-
nasa producida en el bazo, de la familia de Src [Src-family
kinase(SKF]]: particularmente, Lyn, la cual es expresada
predominantemente en células B®®.

Los niveles alterados de Lyn, ya sea su alta o baja expre-
sién, resultan en fenotipos autoinmunes. SKF se une a los
dominios tirosina de SH2 (Src-homology 2) para producir

la fosforilacién de ITAM y se observa la regulacién positiva
de la actividad de la quinasa3%®’. Este proceso resulta en
la activacion y fosforilacion de Syk®83, Una vez que Syk es
activada, la sefial del BCR es propagada por la via de un gru-
po de proteinas, asociadas con una proteina adaptadora de
union de célula B (BInk, SLP-65). Este grupo se denomina
signalosoma3. BInk es otra quinasa que se une a CD79a via
tirosinas no-ITAM y es fosforilada por Syk”®.

Syk participa en la fosforilacién de ITAM, la autofosfori-
lacién, asi como en la activacién, que se encuentran poste-
riormente en la via. En contraste, Lyn activa ambos regula-
dores positivos y negativos de la sefializacién del BCR, tales
como CD22, FcyRllb, SHP1 y SHIP129.

SHIP1 y SHP1 han mostrado que cumplen un rol adicional
en las células B, modulando la sefializacién en los centros
germinales, en los que las células B sufren mutacién soma-
tica de sus BCRs, ademas, aquellos con afinidad incremen-
tada por el antigeno, son seleccionados para la sobrevida
y cambio de clase(class switching). Estas fosfatasas son
reguladas positivamente en las células B de los centros ger-
minales y presentan una sefializacién positiva de suBCR en
diferentes niveles, a través del ciclo de estas células alta-
mente proliferativas. Las células con receptores de mayor
afinidad son mas competitivas, conduciendo a la madura-
cién de la afinidad de los anticuerpos 2%3C.

Por otra parte, también son importantes los estados mo-
nofosforilado o difosforilado de los dominios ITAM, porque
producen la activaciéon mediada por Syk y la sefializacién
inhibitoria mediada por Lyn. Asi, en células B anérgicas, es-
timuladas por antigeno, CD?9a es monofosforilado y con-
duce a una activacion crénica de la sefializacion inhibitoria
por SHIP125:29,

La Blnk fosforilada sirve para el ensamblaje de otros com-
ponentes, incluyendo la tirosin quinasa de Bruton (Btk], Vav
1, y la fosfolipasa Cy2(PLy2)"!. Estas Ultimas contienen
dominios de homologia plecstrina (PH), que se unen a los
fosfoinositoles lipidicos. Los mismos son numerosos en
la cara interna de la membrana plasmatica y tienen suma
importancia en la propagacion de caminos de sefializacion
multiples. El fosfatidilinositol 3, 4, 5 - trifosfato es el produc-
to de la fosforilacién de PI*° P2 en su tercera posicién por la
fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3K]). PI**®° P3 es un segundo
mensajero critico en la sefializacion por el BCR y es el blan-
co especifico de las fosfatasas de lipidos, que regulan la se-
falizacién. Luego de la interaccién con Blnk, Btk fosforila la
PLCy?2, la cual, a su vez, produce la ruptura del fosfatidilino-
sitol PI*° P2, generando IP3 y DAG’%73. IP3 se une al receptor
(IP3R) en la membrana del reticulo endoplasmaético, dando
como resultado la liberacién de los depésitos intracelulares
de Ca®*. Esta reduccién en los depésitos de calcio activa los
canales, lo que permite el influjo de los iones calcio extra-
celulares’®?>. A si mismo, DAG se une a la proteina Ras de
liberacién de guanil-nucleétidos, asi como a los miembros
clasicos de la familia de protein quinasa C, tales como PKCb
en células B promoviendo su actividad’® 78,

Enla activacion de las células B se impulsan cascadas de
quinasas mdltiples (por ejemplo, Erk/MAP quinasas]) y los
factores de intercambio de guanin-nucleétidos (por ejem-
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plo, Ras/Raf). La consecuencia de estas sefiales incluye la
translocacién de los factores de transcripcion (por ejemplo,
NF-kB, AP1 y NFAT]; el resultado neto de estos procesos
conduce a la activacion de la célula B, a la presentacion del
antigeno, ala produccién de citoquinas, a la proliferacién ce-
lular y a la diferenciacion.

Estas sefiales de activacidn son necesarias para iniciar
respuestas contra antigenos con potencial patogénico.
Existen multiples receptores y caminos acoplados y media-
dos por fosfatasas, que regulan estas respuestas, asf como
silenciando a células B auto-reactivas. Los reguladores cla-
ve dela sefalizacién del BCRincluyen los dominios de la tiro-
sin fosfatasa 1(SHP1), y un dominio SH2, que contiene ino-
sitol 5 “fosfatasa 1(SHIP1), el homdlogo de tensina (PTEN)
y fosfatasas lipidicas. Mdltiples estudios han mostrado que
la disrupcidn de los circuitos regulatorios negativos de esta
via pueden resultar en la modificacion de los mecanismos
de tolerancia y autoinmunidad’:82,

CD19, una glicoproteina de membrana restringida a la
célula B, funciona como una proteina accesoria en la se-
falizacién del BCR y cuando se encuentra asociada con
CD21, lo hace como un correceptor para los fragmentos del
complemento C3dg®. El requerimiento de CD19 en esta
respuesta puede estar mecanicamente relacionado con un
requerimiento aparente por SKF en la sefalizacién del BCR,
inducida por antigenos de baja afinidad®.

EIBCR se encuentra asociado a un complejo formado por
las moléculas CD19, CD81 (TAPA-1 y (D21, conjunto deno-
minado correceptor del linfocito B. La unién del antigeno al
BCR impulsa la fosforilacién en tirosina de los dominios ITAM
presentes en la molécula CD19, con la consecuente amplifi-
cacién de la sefial de activacién. El CD21 reconoce produc-
tos de degradacién del componente C3 del complemento.
Cuando el antigeno se encuentra opsonizado por comple-
mento, el complejo CD21-CD19-CD81 permite la activacion
de la célula B con concentraciones subdptimas de antige-
no. Adema3s, cuando éste se encuentra opsonizado por an-
ticuerpos IgG, el reconocimiento del antigeno favorece la
co-agregacion del BCR con el RFcylIB. Este proceso inhibe la
sefial de activacién disparada por el BCR. La porcién intraci-
toplasmatica del RFcylIB tiene dominios inhibitorios ITIM; la
fosforilacion de los mismos permite el reclutamiento de las
fosfatasas encargadas de inhibir la transduccién de la sefal
de activacioén disparada por el BCR.

En la desactivacion de las células B, Lyn fosforila los mo-
tivos de inhibicién basados en tirosina del inmunoreceptor
(ITIMs) en CD22 y FcyRllb. Estos ITIMs activan SHP | y SHIPI,
los cuales funcionan para impedir la sefializacion del BCR.
La protein fosfatasa SHP | tiene muchos sustratos inclu-
yendo CD79, Syk, Grb2, y Vav, asi como otros no mostrados.
Adicionalmente, los ITIMs y los ITAMs mono-fosforilados
pueden activar la fosfatasa lipidica SHIP I. Esta hidroliza la
posicién 5 de PI>*> P3, mientras PTEN remueve el de la po-
sicién 3. Esta disminucién en la concentracion de PI>*> P3
deriva en la disociacién de moléculas conteniendo dominios
PH, inhibiendo el ensamblaje del signalosoma y la sefializa-
cién corriente abajo.

Un motivo de 13 aminodcidos en el dominio citoplasmati-

co de FcyRIIB modula la sefalizacién del receptor de células
B®. El receptor Fc de los linfocitos B, FcyRIIB (isoforma 1),
contribuye a modular la activacién de las células B, gatilla-
do por el complejo de inmunoglobulina de superficie®®8’ El
entrecruzamiento de lainmunoglobulina de superficie por el
antigeno o el anticuerpo anti-lg F (ab ")2 induce un incre-
mento transciente en el Ca2* libre citosélico, un aumento
en el inositol-3-fosfato, la activacion de protein quinasa Cy
una incrementada fosforilacién en tirosina®®%, El entrecru-
zamiento del FcyRIIB con el complejo de inmunoglobulina
de superficie confiere una sefial dominante, que previene o
aborta la activacién de los linfocitos, gatillada a través de
los motivos ARH-1 de las subunidades de transduccién de
sefales Ig-a. e Ig-B. El receptor FcyRIIB modula la moviliza-
cién de Ca?*, inducida por la inmunoglobulina de membrana
por inhibicién del flujo de Ca®*, sin cambios en el patrén de
fosforilacién en tirosina. Un motivo de 13 aminoacidos en el
dominio citoplasmatico de FcyRIIB es necesario y suficiente
para este efecto. La tirosina en la posicién 309 es fosfori-
lada luego del entrecruzamiento con la inmunoglobulina
de superficie; la mutacién de este residuo aborta el efecto
inhibitorio de FcyRIIB. Esta inhibicién esta acoplada direc-
tamente a la sefializacién mediada a través de lg-a e lg-3
como se evidencia por el empleo de moléculas quiméricas
lgM/o. e IgM/B. El motivo de 13 aminodcidos en el FcyRIIB
controla la activacién del linfocito inhibiendo el camino de
sefalizacién de Ca®* gatillado a través de los motivos ARH-
1 como resultado del reclutamiento de proteinas que con-
tienen SH2 que interactdan con el dominio citoplasmatico
FcyRIIB.

El entrecruzamiento del FcyRIl con la inmunoglobulina
de membrana (mlg) inhibe la movilizacién de Ca®*. Esta
inhibicién es revertida por el anticuerpo monoclonal 2.462
anti-FcyRIl, el cual previene la unién del dominio Fc intacto
del anticuerpo anti-mlg al FcyRII®L, La estimulacién de mlg
produce la liberacién de Ca®* de los depdsitos intracelula-
res y el influjo de Ca®* desde el exterior®”. La estimulacién
de las células B en presencia y ausencia de EGTA permite
distinguir entre estas dos fuentes de Ca®*. La incubacién
con EGTA disminuye la movilizacién de Ca* cuando se pro-
duce el entrecruzamiento de la mlg con anti-mlg F (ab ]2,
mientras que aun en presencia de EGTA, la movilizacién de
Ca®* inducida por agregado de anti-mlg entera es aproxima-
damente la misma. Esto indica que el efecto de FcyRIl es,
primariamente, inhibir el flujo de Ca®* a través de la mem-
brana celular. La delecién de 13 amino&cidos de la molécula
receptora no presenta efecto sobre el influjo de Ca®* induci-
do por entrecruzamiento del FcyRIl con mlg.

Una segunda forma del pre-BCR es conocida como Dy
pre-BCR 92 y se encuentra en células pre-B1, ademas con-
tiene cadenas mlgu truncadas, a las que le falta el dominio
VH (mDp). mDy, es producida por genes Ig que tienen re
arreglados los segmentos génicos DJH en el marco de lec-
tura 2 (RF), produciendo un codén de iniciacién en el marco
de lectura y una unidad de transcripcién truncada®. mDy
es una proteina de membrana, que forma un complejo con
A5, V-pre-B e Iga-IgP. Las células pre-B son seleccionadas
negativamente en un proceso, que es mediado a través del
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dominio transmembrana de la proteina Du®3. En contraste,
las células pre-B que expresan mlgu intacta en el pre - BCR
son seleccionadas positivamente.

La seleccién negativa contra Dy es mediada por lgo.-
IgB%*. El dominio transmembrana de la cadena pesada de la
IgM es requerido para que se produzcan los fenémenos de
exclusion alélica y la transicién de células pre-B%>%.

Los reordenamientos del locus de la inmunoglobuli-
na resultan en la generacién y expresién de superficie del
pre-BCR, compuesto por una cadena pesada lgu, cadenas
livianas substitutas VpreBy A 5,y finalmente, por el BCR
maduro, capaz de unir el antigeno*®, Las células B maduras
que se mueven en la periferia, pueden ser activadas por el
antigeno, sufrir expansién clonal y diferenciarse de las cé-
lulas plasmaticas productoras de anticuerpos o células B de
memoria, que responderdn mas rapido a una segunda ex-
posicién al antigeno. Las células B-2 se originan a partir de
progenitores de la médula dsea adulta. Otra subpoblacién
de linfocitos B, denominada B-1, aparece durante la vida
fetal y expresa en la superficie IgM, y poca o nula, IgD. Los
linfocitos B-1 no presentan cambio de clase de inmunoglo-
bulina y producen anticuerpos con baja afinidad habiendo
sido implicados en enfermedades autoinmunes y muchas
leucemias cronicas.

MicroARN

Los microARNs (miARNs) son moléculas enddégenas que
cumplen un rol fundamental en la regulacion de la expresion
de los ARN mensajeros celulares. Estan involucrados en
mecanismos de retroalimentacién positiva o negativa de la
expresion de numerosas moléculas®??,

Los miARNs son moléculas pequefias de ARN no codifi-
cante, que tienen un largo de 20 a 22 nucleétidos y se en-
cuentran en todas las células eucariotas, con excepcién de
los hongos. Mas de 1000 miARNs estan codificados por el
genoma humano y ellos tienen como blanco alrededor del
60 % de los genes codificantes para proteinas humanas.
Cada miARN puede tener como blanco cientos de ARNs men-
sajeros (mARNs] y un s6lo mARN es a menudo el blanco de
mdltiples miARNs dentro de un tipo celulart!. Actdan como
represores traduccionales de los transcriptos de mARN®2 y
participan en la resolucién de la inflamacign 34,

La inhibicién de la expresién de Dicer y Ago2 en proge-
nitores de células B tempranas resulté en un bloqueo com-
pleto en el desarrollo de células B, en la transicién pro-B a
pre-B, lo cual muestra la importancia de los miARNs en este
procesol. Las células B deficientes en Dicer muestran una
expresion incrementada de la enzima desoxinucleotidil
transferasa terminal (TDT) y una diversificacién de anti-
cuerpos incrementada’ 9103 Varios miARNs controlan el
desarrollo de las células B, el que se encuentra frenado en
los ratones deficientes en Dicer. El cluster miR-17-92 esta
altamente expresado en las células B progenitoras, y su
expresion disminuye durante la maduracién de la célula B,
sugiriendo que es un regulador positivo de la diferenciacion
de la célula B¥’. En los ratones deficientes en miR-17-92, la
transicion del estadio pro-B a pre-B estd comprometida, te-
niendo lugar unincremento de la apoptosis, lo cual se corre-

laciona con una alta expresion de la proteina pro-apoptética
Bim, un blanco del cluster miR-17-921%4,

La expresién constitutiva de miR-34a, cuya expresion
es regulada negativamente en la transicién pro-B a pre-B,
determina el bloqueo del desarrollo de células B temprano
con una acumulacion de células pro-B y una reduccién de
células pre-B y células B maduras®®. Ha sido demostrado
que estos efectos son el resultado de tener como blanco
a la molécula Foxp1, un factor de transcripcién requerido
para el desarrollo temprano de la célula B. El efecto de miR-
34a sobre el desarrollo de las células B es consistente con
anormalidades asociadas con la deficiencia de p53 como el
incrementado ndmero de células pre-B, asi como células B
maduras, siendo este ultimo hallazgo una consecuencia de
la pérdida de la funcién de miR-34a. Esta evidencia implica
una conexion entre p53 y Foxpl a través de la accién de
miR-34a, el cual ha demostrado ser un blanco transcripcio-
nal de p53 y participar del control de la proliferacién celular
inapropiada®”19°,

Los miARNs también regulan el desarrollo de las células
B en la periferia. La inhibicidn de Dicer en células B maduras
da como resultado unaumento de células B en la zona mar-
ginal y una disminucién de células B foliculares.
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