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Cic

Los LB surgen a partir de un
precursor comun en médula

osea (progenitor linfoide).

Durante la ontogenia de los

LB se producen los
rearreglos a nivel del ADN
para conformar la porcion

variable del BCR

(recombinacién somatica).

Luego de la
recombinacion somatica,
en la médula 6sea se
eliminaran del repertorio
aquellos LB que porten
BCR autorreactivos
(tolerancia central). La
maduracion del LB se
completa en el bazo.

o de vida del linfocito B (LB)

Los LB maduros naive

recirculan entre los
organos linfaticos
secundarios y la

circulacion general.

Los linfocitos B activados
se diferencian a
plasmocitos secretores
de anticuerpos o LB de
memoria.
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Estructura esquematica del BCR y de la
iInmunoglobulina que lo compone

liviana
L
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Las porciones hipervariables CDR1, CDR2 y CDR3 de la region
variable de las cadenas livianas y pesadas constituyen el
PARATOPE de la inmunoglobulina.
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Todos los BCR que porta un
linfocito B en su superficie
tienen la misma especificidad.

Repertorio B
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eCada linfocito B exhibe en su superficie muchas moléculas de BCR, pero
todas presentan la misma especificidad.

*Distintos linfocitos presentan BCR con diferentes especificidades.

*El conjunto de especificidades de todos los linfocitos B de un individuo
constituye su repertorio B.




¢ Como esta codificada la informacion genética para
generar tal diversidad de BCRs?



El gen que codifica para la porcion variable de la lg se conforma
durante la ontogenia en la médula 6sea: Recombinacion somatica.
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Recombinasa V(D)J: es el complejo de enzimas que lleva a cabo la recombinacién somética. Los componentes linfoides

especificos de la recombinasa son RAG-1 y RAG-2.
Los genes que codifican para RAG1l y RAG2 son esenciales para la recombinacién V(D)J y se expresan en los linfocitos en

desarrollo, s6lo mientras los linfocitos participan en el ensamblaje de sus receptores antigénicos.



¢.,Cuando sucede larecombinacion somatica en los
linfocitos B?

Recombinacion somatica B: reordenamiento de los genes que
codifican para la porcién variable del BCR.
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Una vez que se produjeron los rearreglos de los genes de la porcion
variable de las cadenas pesaday liviana, se va a expresar en la membrana
el BCR de isotipo IgM y comienza el estadio de B inmaduro.

Tolerancia central
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Tolerancia central

Durante el estadio de linfocitos B inmaduros,
aquellos linfocitos que reconocen auto-antigenos
son eliminados del repertorio B por edicidon del
BCR o por apoptosis en la médula 0sea.
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Los LB que emigran de la médula ésea hacia la periferia, aun no estan funcionalmente

maduros y se denominan linfocitos B transicionales.

Durante el estadio transicional aquellos LB que reconozcan autoantigenos periféricos

En el bazo los linfocitos completan su maduracion. Emigraran a la
circulacion general como linfocitos B maduros y virgenes, con BCRs
de isotipo IgM e IgD.

moriran por apoptosis (tolerancia periferica).

LB transicionales
(Bazo)
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Los linfocitos B maduros y virgenes expresan en su superficie
IgM e IgD como consecuencia de splicing alternativo

Expression of igM

Linfocito B virgen

IgM e IgD expresan la misma
porcion variable
(misma especificidad) pero
distinta porcion constante de
la cadena pesada.



Activacion de los linfocitos B2 virgenes
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Activacion de los linfocitos B2 virgenes

El linfocito B requiere dos sefiales para su activacion:

1. Reconocimiento antigenico a través del BCR.
2. Senales brindadas por el LTfh (colaboracion T-B).




Colaboraciéon T-B
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Colaboraciéon T-B

El linfocito B reconoce un
epitopo de la cubierta viral
a través de la Ig de superficie

Primera senal
de activacion




Colaboraciéon T-B

. Presentacion
El linfocito B reconoce un de péptidos

epitopo de la cubierta viral
a través de la Ig de superficie

virales al Tth

linfocito Tfh

Linfocito B

Primera senal
de activacion

Sggunda senal ‘ ]
lﬁ é IL-21R

\\ de activacion

%rficie (BCR) es diferente (en la

mayoria de los casos) del epitope reconocido por el receptor T pero

El epitope reconocido por lalg de su

ambos epitopes pertenecen al mismo antigeno (reconocimiento ligado:

linked recognition)
El reconocimiento ligado también es la base de:
- Larespuesta a haptenos
- Vacuna conjugadas (Seminario vacunas)



Haptenos, antigenicidad e inmunogenicidad

| El hapteno es una molécula antigénica (puede ser :
hapteno | reconocida por el BCR) pero no inmunogénica (no induce
Su activacion) ya que no puede ser presentada en contexto
. CMH y por lo tanto los LB no pueden recibir la segunda
. sefial de activacion brindada por los LTfh (a menos que se |
' asocie a una proteina transportadora/carrier). '

_____________________________________________________________________________________

Linfocito B
hapteno
conjugado a una _
# oroteina Algunos ejemplos que
. transportadora veremos en .Ia_ gursada:
CMHII fggg?aae P hipersensibilidad a
activacion penicilina, heparina, entre
otros.

Q CMHIl/peptido Produccion de anticuerpos

contra el hapteno

___________________________________________

segunda sefal de LTFH
activacion




Activacion de los linfocitos B2 virgenes

Célula
dendritica p\

Cordones
medulares

Macréfago
subescapular

JHEV

Foliculo primario

l Centro
germinal

Una vez que el LB2 se activo ,
~ Foliculo
(sefial 1 + 2), se produce un secundario  AreaT(zona
. . ., paracortical)
primer foco de proliferacion (foco
primario), luego:

- Algunos LB abandonan el foco primario y se dirigen a los cordones medulares del ganglio
donde se diferencian a plasmocitos de vida media corta productores de IgM.

- Otros LB migran al interior del foliculo donde continuaran proliferando para dar lugar al
centro germinal. Los foliculos en los que se han formado centros germinales se conocen
como foliculos secundarios.



Activacion de los linfocitos B2

FOCO PRIMARIO
de proliferacion

i) s Centro
% ¢ germinal

Hipermutacion
somatica

Plasmocitos de vida media
corta en cordones medulares
del ganglio.

CFD: célula folicular dendritica



Centro germinal

En el centro germinal, los LB activados, proliferan y sufren una modificacién de la afinidad de la porcion variable
- de su Ig (BCR) a través del proceso de Hipermutacién Somatica (HMS). Aquellos que porten BCRs con mayor
afinidad por el antigeno, seran seleccionados y podran sobrevivir. Esto permitird que la afinidad de los Acs a
- producirse, aumente a medida que transcurre la respuesta inmune (Maduracién de la afinidad). |
- Ademas, dentro del centro germinal, las células B se diferencian a linfocitos B de memoria o a plasmoblastos,
que tras su migracion a médula 6sea o a lamina propia de subepitelios, podran diferenciarse en plasmocitos de

larga vida media. |
oo CENTROCITOS oo |

CENTROBLASTOS

s e -
LTFH
ZONA OSCURA CENTROCITO CENTROCITO
apoptoético
ZONA CLARA

CFD: célula folicular dendritica



Centro germinal

Centro germinal donde se observan
celulas T, células dendriticas foliculares

Representacion esquematica de un foliculo y células B proliferantes
con centro germinal

T-cell'zone

mantle
zone : mantle zone

centrocytes

En la zona oscura se ubican los centroblastos,
estos poseen una alta tasa de proliferacion.

Verde: marcador de proliferacionr Ki67
En la zona clara se ubican los centrocitos, los  Rojo: Células Foliculares Dendriticas (CFD)
LTFH y las CFD. Azul: LT CD4



Hipermutacion somatica

Introduccion de mutaciones en los genes de la porcion variable de la Ig. Este
proceso es iniciado por la enzima AID (activation-induced cytidine deaminase).

“hotspots”

BRI B 2
Cadena H [EENVIDIITET - I ADN
Cadena L VJ u ADN

tAr t t f

La tasa de mutaciéon en los genes VJ y VDJ

es notablemente alta. Si la mutacion:

(La tasa de mutaciones en esta zona es de 1 * Genera un cod6n stop E===> muerte al no
expresar BCR

cambio cada 1000 pares de bases por division - Altera el folding de la Ig===) muerte al no

celular, mientras que la tasa de mutacion en el expresar BCR

* Modifica el paratope ===) seleccion de la

0
resto del ADN es de 1 cada 100 pares de célula B por el Ag

bases en cada division celular).



Centro germinal

Luego los centroblastos reduciran su tasa proliferacion, aumentan la expresion de
“inmunoglobulina de superficie y migrarédn a la zona clara, cerca de las CFD, diferencidndose a
“centrocitos. 5
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La seleccion de los LB con BCR de mayor afinidad depende de las
sefales brindadas por el LTFH. Colaboracion T-B.

En la zona oscura los centroblastos

sufren HMS

@@ , O
o’

antigen

B cells

@@ ©® 0

Dark zone

Los centrocitos con BCR de mayor afinidad
podrén captar al Ag que esta unido ala
superficie de las CFD y presentarlo en CMH II.

@@ , o ©@

» TCR
.\'\': \ }'}"3
low-affinity
antibody

High-affinity 2
gntlbodyty,;. i)

Los centrocitos que
sobreviven podran:

- volver a ingresar a la zona
oscuray continuar
madurando la afinidad del
BCR; 0

Los centrocitos que presentan sobre
CMH Il alos TFH reciben sefales que
promueven su sobrevida.

. Aquellos centrocitos
<IN . que no establezcan

. - diferenciarse a <

plasmoblasto o LB memoria.

...................................................................

o colaboracién T-B
low affinity —— ¢
antibody

moriran por
apoptosis.



Los antigenos son retenidos en la superficie de la CFD (Célula Folicular
dendritica) en forma de complejos antigeno:anticuerpo:complemento
unidos a los receptores Fc y a los receptores del complemento CR1 o CR2
en la superficie del FDC.

follicular
dendritic cell
(FDC)

No tiene origen hematopoyético, son células estromales especializadas. Producen CXCL13.



Cambio de clase o switch de isotipo

Luego de la activacion, los LB cambian el isotipo de la Ig que sintetizaran, como
consecuencia de la recombinacién de su ADN. Este proceso también es iniciado por
la enzima AID.

Isotype swilching




. Donde ocurre el cambio de clase?

La evidencia mas reciente sugiere que la mayor parte del
cambio de clase ocurre, luego de la activacion del linfocito B
(senal 1 + senal 2), y antes de su entrada al centro germinal.




Zonas de la molécula de inmunoglobulina que se modifican por
los procesos de hipermutacidon somaticay cambio de isotipo

IgM del linfocito
virgen

Cambio de isotipo

Hipermutacion
somatica

&l

S

<




La porcion constante de la Ig define el isotipo o clase

chdena J

IgM IgA

La Ig de membrana (parte del BCR) es siempre monomeérica



Cambio de clase o switch de isotipo

Las citoquinas influyen sobre el cambio de clase de las Ig.

CITOQUINAS ISOTIPO
IL-4 IgE, 19G
IFN-y IgG
TGF-B IgA
IL-21 IgG, IgA
IL-13 1gG e IgE
IL-10 IgG (Coopera con TGF-3
para inducir el switch a IgA)

La seleccion de una region C particular durante el cambio de clase no es aleatoria
sino que esta regulada por las citoquinas producidas por las células TFH y otras
células durante la respuesta inmune.



Del centro germinal egresaran plasmoblastos y células B de
memoria

:Q: o

LB
memoria

CENTROCITO LTFH CENTROCITO
apoptético

Plasmoblasto

ZONA CLARA



Algunas diferencias entre linfocitos B virgenes, plasmocitos y células
B de memoria

' Célula B de
memoria
Pax-5
Linfocito
B virgen T 146
g
IgA
IgM {BCR | BCR
CR |gE
gD ) IgM

Circulantes y en
tejidos linfaticos
secundarios

S @g j/ / TR

Molécula
ase |l del CMH

En tejidos linfaticos

v secundarios y en
_ ll/ médula ésea
IgG J Plasmocito
Anticuerpos  _ IgA Z\
secretados IgE
IgM




Diferenciacion de plasmoblastos a plasmocitos de vida media

larga en la médula 6sea
Plasmobasto
La célula plasmatica
desplazada por el
plasmoblasto migrante

muere rapidamente

Médula dsea Plasmocito de larga vida media

‘ CXCL12

Produccion /4
de Acs

Célula estromal
prodcutora
de CXCL12

Célula
apoptotica

Tal como se vera en el Seminario de mucosas, agquellos plasmoblastos activados en
tejidos linfoides asociados a mucosas se diferenciaran a plasmocitos en los tejidos
mucosos donde secretaran anticuerpos.



concentracion

afinidad

Nivel de anticuerpos
10,000
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Afinidad de anticuerpos
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lgG
106 [——
—/
1054 IgM
104 T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8

Semanas post-inmunizacion

Cambios en los anticuerpos
especificos que se observan con
las sucesivas inmunizaciones

v Aumento en la concentracion
sérica
v Cambio en el isotipo de IgM a

IgG u otros isotipos

v Aumento en la afinidad, mas
notable en IgG (u otros isotipos)
que en IgM



Respuesta humoral primariay secundaria

anticuerpos

Tiempo requerido 5-10 dias 1-3 dias
Intensidad menor mayor
Isotipos IgM > IgG IgG, IgA, IgE, IgM
Afinidad de los baja alta

Inmunogeno

hidratos de carbono,
lipidos, proteinas,

glico- y lipo-proteinas.

proteinas, glico-y
lipo-proteinas.




Linfocitos B capaces de activarse sin colaboracion de células
T CD4*
L ¥
N y .. Fa = _ =
B1 BZM
= % =R
A N

Se localizan mayoritariamente en cavidad Se localizan en zona marginal del
peritoneal y pleural bazo
Isotipos preponderantes de Acs secretados: Isotipo preponderante de Acs
IgM, IgA. En menor medida: IgG secretados: IgM. En menor medida:
1gG
Sin aparente exposicion a Ags, pueden
producir también anticuerpos naturales

Producen Acs rapidamente en respuesta a la estimulacion por su Ag (3-4 dias)

Los Acs que producen son polirreactivos de baja afinidad

Estas células alcanzan su madurez a los 2 anos de edad

Son relevantes en la proteccion frente a bacterias capsuladas: Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae, Neisseria meningitides




Dos formas de activacion de los linfocitos B

Dependiente de celulas Tfh Independiente de células Tfh

Ligando del TLR citocina

polyvalent antigen

célula B % ?
activacion

célula B

primera

sefial de segulnga
o sefial de

activacion

Linfocitos B1y B de la zona

Linfocitos B2 o foliculares )
! ! el marginal del bazo (BZM)

Los linfocitos B, de manera analoga a los linfocitos T, también requieren
para su activacion senales accesorias ademas de la activacion a traves del
receptor antigenico.



Anticuerpos naturales

Se secretan sin exposicion previa al microorganismo.

Isotipo IgM mas frecuente.

Anticuerpos de baja afinidad y poli-reactivos.

Anticuerpos dirigidos contra epitopes antigénicos repetitivos.

Producidos principalmente por las B1.

Ej: polisacaridos comunes a muchos patdgenos, fosfatidilcolina, fosforilcolina,
LPS

Proteinas virales: hemaglutinina del virus Influenza




Distribucion y funcion de los distintos isotipos

de anticuerpos



Distribucidon de los distintos isotipos de Igs

e lLa IgG y la IgM predominan en la sangre
(para simplificar se muestran en el corazon).

e La IgG es el principal isotipo en el liquido
intersticial.

e La IgA dimérica predomina en las
secreciones de los epitelios, incluida la
leche materna.

El feto recibe IgG de la madre mediante
transporte transplacentario.

e La IgE se encuentra principalmente
asociada a los mastocitos justo debajo de
las superficies epiteliales (especialmente del
tracto respiratorio, el tracto gastrointestinal y
la piel).

%ﬁ% ’ ‘V@

106 IgM D‘BZ”C IgE




Principales caracteristicas de los isotipos de Igs

neutralizacion

opsonizacion

capacidad de mediar
citotoxicidad NK

sensibilizacion de
mastocitos

activacion del
complemento

transporte a traves
del epitelio

transporte a traves
de la placenta

difusion a sitios

+/- -
extravasculares

concentracion media 15 0.04
en suero (mg/ml)




Funciones efectoras de los anticuerpos
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Bacterial loxins

Bacteria in extracellular space

Bacteria in plasma

* cell with
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for toxin
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Ingestion by macrophage

Ingestion by macrophage

Lysis and ingesticn




IgM e IgG y activacion de la via clasica del complemento

Pentameric IgM molecules bind to antigens on lgG molecules bind to antigens on
the bacterial surface and adopt the 'staple’ form the bacterial surface

‘planar’ form

bacteria

T
v
CG1g binds to at least two IgG molecules

T =~
v v
Binding of C1g to lg activates C1r, which cleaves and activates the serine protease Cls

Opsonizacion y fagocitosis
Lisis bacteriana



Formacion de Cl solubles pequefios en
circulacién y activacion del complemento

Unién covalente de C3b al ClI

c1q

= =

S

Unién del Cl al CR1 del eritrocito por
reconocimiento de C3b

= =
T

Remocion de los Cl por los macréfagos
esplénicos y hepaticos

Formacion de complejos inmunes durante
la respuesta humoral y su depuracién a
través del sistema mononuclear fagocitico.

Los complejos inmunes (Cl) de mayor tamafno pueden
ser depurados por los macrofagos esplénicos y
hepaticos a través de los RFcy y receptores CR1,CR3
y CR4, sin la mediacion de los eritrocitos




IgE y degranulacion del mastocito

Anticuerpos IgE

Antigeno especifico

Granulos de
histamina

Los FceRI de los mastocitos de
individuos sanos (no atopicos) se
encuentran asociados a anticuerpos
IgE de diversas especificidades.

El entrecruzamiento de los FceRl a
consecuencia del reconocimiento
del antigeno induce la activacion del
mastocito y su degranulacion




IgE y citotoxicidad celular dependiente de Acs (CCDA) mediada
por eosinodfilos (también por monocitos y plaquetas)

7 <
= &
@@ i = < RFcell
) X
\ 4




IgG vy citotoxicidad celular dependiente de Acs (CCDA)

mediada por células NK
Y

1gG

| Células blanco de la
CCDA recubiertas
de anticuerpos IgG
especificos

Mecanismo citotdxico:

granzimas y perforinas




IgG y citotoxicidad celular dependiente de Acs (CCDA) mediada por
celulas de estirpe mieloide (neutréfilos, monocitos, macrofagos)

Células blanco
de la CCDA
recubiertas de
anticuerpos IgG
especificos

Mecanismo citotoxico:

* Intermediarios reactivos del
oxigeno

* Mecanismos
independientes del oxigeno




IgG y fagocitosis mediada por anticuerpos mediada por células de
estirpe mieloide (neutrofilos, macrofagos)

Bacteria es opsonizada con CR1y el receptor Fcy median La bacteria es degradada en
C3belgG la fagocitosis de la bacteria el fagolisosoma

bacteria i R
> .5

bt |

&S

Receptores
Fc

C3b

CR1

O  macrofago O

lisosoma




Funciones efectoras de la IgA

toxina

N Sue
SO

celula
epitelial

Q| O

mucus
N
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Lamina propia
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Neutralizacion en el
lumen del epitelio
MucoSo
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Transporte de IgA a través del epitelio
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Receptor neonatal para IgG (FcRn)
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VIDA ADULTA: regulacion de la vida media de la IgG
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