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RESUMEN

El desarrollo de las células linfoides a partir de células tron-
cales hematopoyéticas es un proceso organizado en el que se pier-
den gradualmente multiples potenciales de diferenciacién alter-
nos; y coinciden el compromiso de linaje y la ganancia de fun-
ciones especializadas. En los tltimos afios se han registrado avan-
ces notables en la caracterizacion de los progenitores primitivos
que dan inicio al programa linfoide, y en la definicién de los patro-
nes de actividad transcripcional que controlan las decisiones del
linaje, aunque estd poco definida la relacion entre las sefiales
ambientales y la estabilidad de la ruta de diferenciacion linfoide.
Esta revision bibliogréfica pretende proporcionar un panorama
claro del conocimiento actual en los eventos tempranos de la lin-
fopoyesis y su interrelacién con el microambiente hematopoyé-
tico.
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ABSTRACT

Development of lymphoid cells from hematopoietic stem cells
is an ordered process where multiple alternate lineage potentials
are gradually lost and lineage commitment is coincident with gain
of specialized functions. Over the last few years remarkable
advances have been made in characterizing primitive progenitors
that initiate the lymphoid program, and patterns of transcriptional
activity controlling lineage fate decisions during normal
hematopoiesis, but less is known about environmental signals
that may influence the differentiation pathway stability. This
review discusses the current knowledge with relevance to hier-
archy and early events in lymphopoiesis and their relationship to
hematopoietic microenvironment.

KEY WORDS: Lymphoid progenitors/ Lymphoid lineage com-

mitment / Adult bone marrow / Early lymphopoiesis / Hema-
topoietic niche.
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INTRODUCCION

El aprendizaje acerca de la organizacion y jerarquia
hematopoyéticas para la produccion balanceada de todos
los tipos celulares que integran el sistema inmune ha
incrementado vigorosamente en los tltimos afios. La
identificacion fenotipica de las células troncales hematopoyéticas
(HSCs) en la médula 6sea del raton® preparo el terreno para
construir el mapa hematopoyético basado en la existencia
de progenitores restringidos a linajes celulares especificos,
y dispard la intensa exploracion de modelos experimentales
para el estudio de su regulacién. Los resultados han sido
muy favorables respecto a los eventos tempranos de
diferenciacién y compromiso linfo-hematopoyéticos en
estado basal, asi como a la identificacién de la mayoria de
las poblaciones celulares que participan en ellos. Atin en
construccién se encuentran la arquitectura y regulacion del
nicho hematopoyético, y es todavia ignoto si dichos
progenitores y eventos tempranos son vulnerables a cambios
abruptos en el microambiente celular a los que se ve expuesto
un individuo.

Las células sanguineas maduras son tradicionalmente
clasificadas en dos linajes o estirpes: linfoide y mieloide.
El linaje linfoide consiste de células B, T y asesinas naturales
(NK), mientras que el linaje mieloide incluye un ntimero
de categorias celulares que son morfolégica, fenotipica
y funcionalmente distintas, incluyendo diferentes subtipos
de granulocitos (neutroéfilos, eosinéfilos y basoéfilos),
monocitos, macréfagos, eritrocitos, megacariocitos y
células cebadas. Las células dendriticas (DCs) tienen
un programa tinico que puede ser activado desde las vias
de diferenciacion linfoide o mieloide®%. De acuerdo a
esta clasificacion, las rutas de desarrollo linfoide y mieloide
progresan a través de estadios criticos de diferenciacion
de las HSCs, compromiso de sus progenitores y maduracién
de sus precursores; y se han representado como una serie
de opciones binarias, excluyentes e independientes®.
Aunque este concepto ha sido apoyado por la purificacién
exitosa de los progenitores linfoides comunes® y sus
contrapartes, los progenitores mieloides comunes?”, un
ntimero de estudios recientes que utilizan marcadores
adicionales y genética de poblaciones sugieren que los
progenitores tempranos son heterogéneos y retienen
cierto grado de plasticidad, lo que hace a la divergencia
linfoide-mieloide menos abrupta, pero mas complicada
de lo previamente concebido. En los nuevos modelos, el
desarrollo linfo-hematopoyético temprano es guiado por
combinaciones de factores intrinsecos y microambientales
que impulsan la pérdida gradual de opciones de
diferenciacién en paralelo con una ganancia de funciones
especializadas®1".
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LAS CELULAS TRONCALES Y EL INICIO DE LA
DIFERENCIACION HEMATOPOYETICA

Las células totipotentes o embridnicas son capaces de
diferenciarse en las tres capas germinales (endodermo,
ectodermo y mesodermo); pueden ser cultivadas casi
indefinidamente y dan origen a todos los tipos celulares del
cuerpo, razén por la que son empleadas en procesos de
clonacién, asi como en la generacion de animales manipulados
genéticamente usando tecnologia de recombinacién homdloga.
Las células troncales multipotentes pueden ser aisladas
de varios tejidos fetales y adultos, e incluyen a las células
troncales hematopoyéticas, encargadas de la produccién
balanceada y el reabastecimiento de todos los linajes de la
sangre a lo largo de la vida. Su papel activo en el rescate y
mejoramiento del sistema hematopoyético como parte del
tratamiento de diversas enfermedades malignas, deficiencias
inmunolégicas y autoinmunidades, han alentado gran
expectacion mundial, de manera que el estudio de su biologia
y la de sus descendientes mds préximos es una de las
prioridades del mundo cientifico?.

El conocimiento actual de la biologia de los progenitores
tempranos y el desarrollo del sistema hematopoyético
proviene, en gran medida, de la investigacion en modelos
de ratén, debido a la posibilidad que ofrecen éstos de
llevar a cabo experimentos in vivo que demuestran la
actividad precursora de diversas poblaciones celulares,
asi como a la incrementada disponibilidad de ratones
genéticamente modificados, los cuales se han convertido
en un instrumento basico para la elucidacién de los
mecanismos moleculares que participan en las diversas
vias de diferenciacion®.

La hematopoyesis es iniciada por una poblacién conspicua
y tnica de HSCs que residen en vida fetal en el higado y
en la vida adulta en la médula dsea, principalmente. Dos
propiedades las hacen particulares: su capacidad de
auto-renovacién y su potencial de diferenciacién en las
multiples categorias celulares sanguineas: eritrocitos,
megacariocitos, granulocitos, monocitos y linfocitos. La
aptitud clonal de estas células para reconstituir a largo
plazo el sistema hematopoyético de animales de
experimentacion irradiados e inmunodeficientes, les ha
merecido el nombre de LT-HSC (del inglés ‘long term-
hematopoietic stem cells’). Virtualmente todas las LT-HSC,
asi como la poblacién capaz tinicamente de reconstitucién
transitoria -las ST-HSC- y los progenitores multipotentes
(MPP) residen en un pequefio compartimiento que constituye
aproximadamente el 0.1% del total celular de la médula
6sea y es llamado LSK (Lin-Sca-1*c-kit"), en donde convergen
todas las poblaciones que carecen de expresién de marcadores
de linaje definido, pero expresan las moléculas Sca-1y c-
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kit9. En este compartimiento se llevan a cabo los eventos
mas tempranos de la hematopoyesis a partir de HSCs que
generan progenitores primitivos cuyo compromiso de linaje
se establece gradualmente®. Algunos otros marcadores,
como Thy1.1 (CD90) y CD150, han sido de utilidad en el
rastreo de la progresion de HSC a los progenitores
multipotentes(9.

El modelo prevaleciente de diferenciacion hematopoyética
se bas durante afios en la estricta separacién de progenitores
linfoides comunes (CLP, del inglés ‘common lymphoid
progenitors’) y progenitores mieloides comunes (CMP, del
inglés ‘common myeloid progenitors’) como primer paso
en el compromiso de las HSCs hacia una estirpe celular®?,
resultando en la completa e inmediata segregacion de los
procesos de linfopoyesis y mielopoyesis®. Sin embargo,
ese paso critico parece no ser una simple seleccién entre
los linajes linfoide y mieloide, y las evidencias actuales
sustentan una novedosa ruta de desarrollo hematopoyético
temprano, en la que LT-HSC que expresan VCAM pero no
el receptor de tirosina cinasa Flt3 (de ‘fms-like tyrosine
kinase-3) generan ST-HSC con actividad progenitora
multipotente y fenotipo VCAM*CD34+Flt3-TpoR*EpoR+G-
CSFR*IL7Ra-PU.1*GATA-1+. A partir de ellas, el incremento
en los niveles de Flt3 marca el inicio de una gradual separacion
de los destinos celulares, donde las células que expresan
Flt3 pierden la habilidad para adoptar destinos de linaje
megacariocitico y eritroide, pero sostienen un potencial de
diferenciacién mieloide y linfoide®® (Figura 1). En
concordancia, se disminuye la expresién de un nimero de
genes criticamente involucrados en el desarrollo
megacariocitico/eritroide y aunque la poblacién no es
uniformemente positiva, en ella comienzan a aparecer
transcritos linfoides, razon por la cual se le ha denominado
LMPP (de ‘lymphoid-primed multipotent progenitors’).
Conforme la diferenciacién progresa, el nivel de expresién
de la molécula VCAM-1 disminuye. Por lo tanto, Flt3 y
VCAM-1 representan pardmetros particularmente ttiles
para el fraccionamiento de poblaciones dentro del
compartimiento LSK de la médula ésea (Figura 1). Cuando
estos parametros son explotados en combinacién con otros
marcadores o animales reporteros, es posible aislar y estudiar
extensamente a los fundadores del sistema inmune (ver
‘Progenitores linfoides y linfopoyesis temprana’).

En el mismo esquema, la mielopoyesis da inicio con la
diferenciacion de ST-HSC a CMPs. Las CMPs (Lin-c-
kit*Scal-CD34+FcyRII/IIl') no son parte de la poblacién
LSK, poseen mas del 98% de la actividad formadora de
colonias mieloeritroides de la médula ésea, y al parecer son
la principal fuente de GMPs (Lin-c-kit*Scal-CD34+FcyRII/ITI)
productores de granulocitos y macréfagos, y MEPs (Lin-c-

VCAM-1pos LT-HSC
 VCAM-1nea
+
T"'H-".'lm ST-HS'E
+
MPP Flk-2/FIt3

Figura 1. Expresidn de marcadores y la jerarquia hematopoyética en la médula
dsea de raton. LT-HSC, célula troncal hematopoyética de larga duracién; ST-
HSC, célula troncal hematopoyética de corta duracidn; MPP, progenitor
multipotente; LMPP, progenitor multipotente de pre-instruccion linfoide;
ELP, progenitor linfoide temprano; CLP, progenitor comiin linfoide; CMP,
progenitor comiin mieloide; MEP, progenitor megacariocitico-eritroide; GMP,
progenitor granulocitico-mieloide; BaP, progenitor de basdfilos; MCP,
progenitor de células cebadas; EoP, progenitor de eosindfilos; MDP, progenitor
de macrdfagos y células dendriticas; NMP, progenitor de neutrdfilos y
monocitos. Figura adaptada de las referencias 16 y 9.

kit*Scal-CD34-FcyRII/1II*) productores de células de linaje
megacariocitico y eritroide”*19, aunque ha sido sugerida
una participacion de los LMPPs en el aporte de GMPs. La
fraccion GMP esté dividida en poblaciones integrina f7-y
[B7%. Esta tltima estd pre-destinada hacia los linajes de
basofilos y células cebadas, mientras que la f7-negativa
asume el destino de eosinéfilos por un lado, y genera
precursores de monocitos y células dendriticas (MDP),
asi como de neutréfilos y monocitos (NMP), por otro. Tanto
la contribucién natural de los LMPPs en la generacién de
GMPs, como la relacion lineal entre los precursores derivados
de GMP permanecen todavia imprecisos®.
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PROGENITORES LINFOIDES Y
LINFOPOYESIS TEMPRANA

Durante la ontogenia y a lo largo de la vida adulta, la
produccién de las células linfoides -B y T, células NK, y
algunas categorias de células dendriticas- es un proceso
dindmico y complejo, en el cual la diferenciacién de los
progenitores, en términos de fenotipo de superficie distintivos
y expresion de genes funcionalmente importantes, comienza
a ser activada mucho antes de que el compromiso sea
completado. Los eventos tempranos en las decisiones del
destino de linaje deben entonces ser entendidos como una
negociacion entre factores de transcripcion y sefiales
microambientales que resulta en la restriccién, ganancia y
pérdida de funciones%17.

Los progenitores linfoides. La poblacién de LMPPs
proveniente de células troncales multipotentes y no auto-
renovables de la médula 6sea del ratén, contiene progenitores
clonales con un potencial combinado de células T, By
mieloide®, asi como restringidos a linajesde Bo T, y
productores de células NK. Aproximadamente la tercera
parte de los LMPPs expresan con cierta heterogeneidad
transcritos de genes linfoides como RAG1 o IL-7Ra. A lo
largo de su progreso, la des-regulacion de la molécula de
adhesion VCAM-1%y la transcripcién del locus de la enzima
que recombina los segmentos genéticos VD] de la
inmunoglobulina y del TCR, la recombinasa RAG1, marcan
a las células que apenas inician el programa de diferenciacién
hacia la estirpe linfoide@. Por esta razén, los ratones “knock-
in” RAG1/GFP se han constituido como una herramienta
particularmente til en la investigacion del proceso de
linfopoyesis temprana2-29, y han permitido el aislamiento
y caracterizacion de los progenitores linfoides mas tempranos,
tanto en higado fetal como en médula dsea, de los que se
tiene conocimiento: los ELPs (de ‘early lymphoid progenitors’).
En dicho modelo, un alelo del gen RAGI ha sido reemplazado
por la secuencia que codifica la proteina verde fluorescente,
y es posible localizar la sefial de fluorescencia por analisis
de citometria de flujo, la cual corresponde con la transcripcién
del gen RAG1@. Las células que expresan RAG-1 en embriones
pueden ser resueltas en una serie de estadios de diferenciacién
comenzando con la fraccién c-kithScal*GFP* y culminando
con c-kitl/-GFPh. Tanto en higado fetal, como en médula
6sea adulta, las células troncales y los progenitores mieloides
residen en la fraccion GFP-, mientras que los progenitores
linfoides en la GFP+. Los ELPs de la médula 6sea adulta son
parte de la poblaciéon LSK, son primitivos en términos de
marcadores de superficie (Lin-ckit"Sca-1+Thy1.1-IL7-R-),
factores de transcripcién en contexto y tiempo requerido
para diferenciarse; expresan TdT intracelular y CD27 y Flt3
en membrana y son sensibles al tratamiento con estrégeno2%.
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Su potencial para generar todas las lineas de células linfoides
es muy alto, asi como para producir ciertas categorias celulares
del sistema inmune innato (ver ‘Fraccidn A’), pero el potencial
de diferenciaciéon mieloide es reducido. Acorde con estas
caracteristicas, los ELPs transcriben genes asociados a linajes
linfoides como gata-3, ebf, b29, e IL7Ra, y tanto en cultivo
como in vivo dan origen a la fraccion de Pro-linfocitos
Lin-ckit'Sca-1+*Thy1.1-Flt3*GFP+, que ha desregulado la
expresion de c-kit e incluye a la mayoria de los progenitores
linfoides comunes o CLPs. Los CLPs expresan en superficie
el receptor de IL-7 (IL-7R)®, y aunque muestran actividad
clonogénica de T, B y NK (lo que originalmente les valié su
designacion), son bien reconocidos por miltiples laboratorios
como los més eficientes precursores de linfocitos B pero no
contribuyen sustancialmente al desarrollo del linaje de
T®222325), Estos progenitores carecen de potencial de
reconstitucion a largo plazo y no exhiben un obvio potencial
de produccién de células no linfoides, pero si cierta habilidad
residual para generar células mieloides y dendriticas®29.
La expresion de IL-7Ra es distintivo de los CLPs, y su
sefializacion esencial para el desarrollo de By de T en el
raton®.

La Fraccion A. En 1991 Hardy identificé las principales
subpoblaciones con compromiso de linaje B en médula 6sea
y propuso un esquema secuencial de diferenciacion rio abajo
de las CLPs®0. El compartimiento celular mas primitivo
exhibfa un fenotipo B220+CD19-CD43+CD24-/° y fue
denominado Fraccién A. Esta fraccion comprende 3
subpoblaciones definidas no yuxtapuestas: DX5-Ly6C- (45-
55%), DX5Ly6C- (30-35%) y DX5-Ly6C- (16-20%), de las
que solo la tltima posee potencial precursor de células
B@5313 y presumiblemente tiene su origen en las CLPs. La
reciente caracterizacion de células de linaje no-B dentro
de las otras dos subpoblaciones (DX5-Ly6C+y DX5+Ly6C-)
y sus controversiales origenes han incrementado la complejidad
del sistema linfo-hematopoyético.

Dos categorias de células dendriticas plasmacitoides
(pDCQ) distinguidas de acuerdo a la expresion de RAG1 en
el ratén reportero RAG1/GFP, se diferencian directamente
de ELPs y residen entre las DX5-Ly6C+ de la fraccion A que
expresan CD11c#%). El desarrollo de ambas es independiente
deIL-7 y de RAGI, pero las pDC1 RAG1+ han sido dotadas
de la capacidad de hacer rearreglos DyJn y de expresar
algunos transcritos relacionados al linaje de B, tales como
RAG, Bcll1a, Ebf, Mb-1y Pax5. Posiblemente: a) ELP es una
poblacién heterogénea y las pDC1 derivan de un progenitor
mas predispuesto al linaje de células B, b) las pDC1 derivan
de la categoria pDC2. Los estudios in vitro no muestran una
relacién obvia precursor-producto pDC2-pDC1, lo que
sugiere que ambas categorias divergen de entre ellas y del
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Figura 2. Principales rutas de
diferenciacion linfoide. Las lineas
punteadas finas indican bajo potencial
de diferenciacion, mientras que las
lineas punteadas mds gruesas sugieren
las rutas probables del inicio de
colonizacién timica. HSC, célula troncal
hematopoyética; LSP, progenitor L-
selectina*; ELP, progenitor linfoide
temprano; CLP, progenitor comiin
linfoide; CMP, progenitor comiin
mieloide; ETP, progenitor timico

linaje B a estadios tempranos de la diferenciacion linfo-
hematopoyética”. Por otro lado, la subpoblacién cohorte
DX5+Ly6C- contiene células que co-expresan el marcador
NK1.1 y son expandibles en cultivos con IL-15¢29. Estas
células fueron originalmente descritas como hibridos
fenotipicos y funcionales de células dendriticas y células
NK®33 y nombradas IKDC (de ‘interferon-producing killer
dendritic cells’). Similar a las pDCs, ellas son CD11c®, aunque
no son productoras eficientes de IFNa. y se caracterizan por
su poderosa capacidad citotoxica y de produccién de IFNy©.
Tanto el perfil de expresion génica, asi como la dependencia
del factor inhibidor Id2 para su desarrollo indican que las
IKDCs parecen tener una relacion mas cercana con células
NK que con DCs®33), y nuestros recientes estudios proveen
evidencias de su origen linfoide a partir de LMPPs,
particularmente de los progenitores L-selectina* (LSP),
reconocidos por su robusto potencial de T?3, y de ELPs®.
En contraste, los reportes comparables de transplante de
progenitores linfoides en animales irradiados sugieren que
las células NK clasicas B220- son mayormente generadas
por CLPs®2). Atin estd por aclarar si IKDCs y NKs representan

temprano.

estadios de maduracion, estadios de activacidén, o
subpoblaciones funcionalmente restringidas.

En conclusion, parte de la Fraccién A corresponde a
células del sistema inmune innato, como las pDCs e IKDCs,
que tienen su origen en progenitores linfoides muy tempranos
y cuyo brazo de diferenciacién aparentemente es previo e
independiente del compromiso de los precursores en la ruta
de células B (Figura 2). Mas atin, su produccién es promovida
por la infeccién viral a expensas de la linfopoyesis de B (R.
Pelayo, enviado). El estudio de las posibles implicaciones
de este fendmeno durante un estado de desequilibrio
hematopoyético o enfermedad es de indiscutible importancia.

Diferenciacion de células B. La regulacion positiva de
CD19 es considerada uno de los sellos mas tempranos del
compromiso al linaje B. Células denominadas pre-proB que
residen en la Fraccion A2 de Hardy, esto es,
B220+CD19-CD43+CD24-/ y fenotipo adicional AA4.1+CD4-,
expresan IgH en linea germinal, ademas de genes que
codifican para componentes de los receptores pre-By B,
tales como mb-1, B29 y A5, y factores de transcripcion
necesarios para la diferenciacién, como Pax5 y E47. Mas
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Figura 3. El nicho hematopoyético en
la médula dsea. El diagrama esquemd-
tico muestra los potenciales compo-
nentes del nicho celular en la médula
dsea en condiciones normales. Algu-
nas HSCs se localizan cerca del endos-
teo en donde se hipotetiza que osteo-
clastos y osteoblastos crean un nicho
para su mantenimiento, mientras que
otras HSCs son mantenidas por un
nicho de una variedad de células peri-
vasculares. Es todavia impreciso cud-
les células actiian directamente y cud-
les lo hacen indirectamente. La arqui-
tectura de un posible nicho para el
soporte de los progenitores tempranos
permanece indefinida. Adaptacion de
las referencias 67 y 62.

atn, esta poblacién pre-proB B220+ despliega IL-7Ra. en
membrana®), y constituye la conexién entre las CLPs B220-
y el estadio pro-B (Figura 2), que es B220+*CD19+ y esta
mayormente comprometido al linaje B. A lo largo de este
proceso de diferenciacion, las sefiales de IL-7 son criticas en
el adulto. El andlisis riguroso de la médula ésea de ratones
deficientes en IL-7Ra ha sido indicativo de un bloqueo
profundo en el desarrollo de B a nivel de la Fraccién A,2939).
Los subsecuentes estadios de diferenciacion -independientes
de antigeno- son guiados con la finalidad de producir células
que expresen moléculas de inmunoglobulina funcionales
en membrana, y de manera orquestada una serie de factores
de transcripcién estan sustancialmente involucrados en esta
ruta. PU.1, Ikaros, E2A, Bcll1a, EBF y Pax5 participan en la
determinacion del compromiso y/o la especificacion del
linaje”. PU.1 es expresado exclusivamente en células
hematopoyéticas y su deficiencia resulta en que FIt3 no sea
regulado positivamente, y genes como EBF no sean expresados,
dando por consecuencia un posible defecto en los progenitores
linfoides y el bloqueo de la diferenciacién de células B®.
Ikaros, al igual que PU.1, tiene un papel en los eventos mas
tempranos de la linfopoyesis; en su ausencia FIt3 no es
expresado y hay un dafio severo en el potencial de T y de
B“0. Bcll1a es requerido en el desarrollo de células pre-proB
y su actividad parece preceder a la de EBF y Pax5¢V. E2A
es crucial para la activacion de RAG, y sus productos, directa
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o indirectamente, regulan la expresion de Pax5, el cual a su
vez regula la expresion de genes especificos de células B,
incluyendo CD19. Mas atin, un ntiimero de genes que participan
en la sefializacion del receptor pre-B tales como mb-1, A5,
VpreB y B29, asi como RAG1/2 y TdT requeridos para el
rearreglo de inmunoglobulinas, son blancos potenciales
para las secuencias de uniéon a DNA de E2A®. EBF comienza
su expresion en las ELPs y prosigue en todos los estadios
de la diferenciacién de B antigeno-independiente; y en
coordinacién con los productos de E2A, EBF es clave en el
control previo al rearreglo de genes de inmunoglobulina®.
Finalmente, los extensos estudios sobre la participacion
de Pax5 en el desarrollo de B indican que su funcién es
esencial para la represion de la transcripcién de genes no
linfoides y no B34, Entonces, en esta red de regulacion, el
desarrollo de progenitores multipotentes Flt3+ es dependiente
de PU.1 e Ikaros, mientras que la especificacién y el compromiso
de las células pro-B representan mecanismos dependientes
de E2A /EBF y Pax5, respectivamente.

Un ntimero de hallazgos indican que los miembros de
la familia Notch median la decisién de linaje B/T1043. Por
otro lado, el reciente anélisis de animales deficientes en el
represor transcripcional LRF ha mostrado su importancia
en la decision de linaje B/T, ya que la pérdida de su funcién
resulta en un severo decremento de todos los precursores
de B CD19+, concomitante con un incremento en la fraccién
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pre-proB, la cual en esa condicion carece de transcritos de
linaje B y expresa en su lugar, transcritos relacionados con
la especificacion de T“9.

Formalmente diferente de las células que residen en la
Fraccién A en términos de expresion de B220 y CD19,
pero muy probablemente afiliada a las células de linaje B,
otra poblacion ha emergido en el esquema de diferenciacién
de B: las células B1. En 2001 fue reportada una poblacién
conspicua en médula 6sea de células CD45R /B220-CD19+
carente de potencial de T y NK; pero que inclufa progenitores
bipotenciales de B y macréfagos, con la habilidad para
generar células B1 CD19+B220%IgMt]gDleCD43+CD23~
Mac1+CD5/+47. Dichas células B1 constituyen una poblacion
menor de células B que reside en alta proporcién en las
cavidades peritoneal y pleural formando parte posiblemente
del sistema inmune innato”9, y aunque sus progenitores
(B1P) son producidos més eficientemente durante la
embriogénesis, los mismos en la médula 6sea adulta retienen
cierto potencial. Investigacién adicional es necesaria para
elucidar la posibilidad de que ellos representen remanentes
de un programa fetal, o sean producidos a través de la vida
por progenitores linfoides primitivos.

Diferenciacion de células T. El timo es el sitio principal
para la produccién de linfocitos T, pero no contiene ni
produce progenitores de renovacién autdloga, por lo que
la linfopoyesis de T es mantenida por la importacion periddica
de un nimero pequefio de progenitores hematopoyéticos
a través de la corriente sanguinea a la inmediacion timica
corteza-médula“®5?. Aunque a multiples progenitores se
les reconoce cierto potencial para generar células T bajo
circunstancias experimentales, no todos ellos tienen la
propiedad de establecerse en este 6rgano, y su naturaleza
precisa es atin objeto de investigacion. De las varias categorfas
de progenitores linfoides identificados en la médula 6sea,
los que exhiben la més robusta capacidad de reconstitucion
timica se encuentran entre la fraccién LSK con alta densidad
de Flt303162250-52, Entre ellos, los progenitores L-selectina*
(LSP) y los ELP RAG1+* son candidatos efectivos en modelos
de transplante (Figura 2). Aunque la poblacién de ELPs
tiene mayor potencial de B que la de LSPs, ambos progenitores
estan presentes en la circulacion periférica y muestran un
potencial predominante en la generacién de timocitos
CD4+CD8+@,

La caracterizacién de los progenitores residentes en el
timo ha sido definitiva en la bisqueda de las células que
colonizan este 6rgano. Utilizando citometria de flujo los
timocitos pueden subdividirse en varias poblaciones: alrededor
del 5% de ellos no expresan CD4 o CD8 (DN, doble negativos);
~80% expresan ambos CD4 y CD8 (DP, doble positivos),
~10% expresan sélo CD4 y ~5% s6lo CD8. Las células DP

provienen de timocitos DN, y tras desregular uno de los
correceptores CD4 o CDS, se diferencian a linfocitos T
unipositivos CD8 o CD4. En esta clasificacion, los timocitos
més primitivos (ETP, de ‘early thymic progenitors’) residen
en la fraccion DN, carecen de marcadores asociados con
cualquier linaje hematopoyético, expresan altos niveles de
c-kit, y despliegan L-selectina®455). Aunque la capacidad
de los ETPs para generar células del linaje T es poderosa,
ellos retienen cierto potencial de B, NK, DC y mieloide(?,
sugiriendo heterogeneidad en la poblacién y/o plasticidad
celular. En linea con el primer concepto, la poblacién DN
puede ser subdividida en 4 estadios de desarrollo basados
en la expresién diferencial de CD44 y CD25, madurando
desde CD44+CD25- (DN1) a CD44+CD25+ (DN2) a CD44-CD25+
(DN3) y hasta CD44-CD25- (DN4)“. La categoria DN1
contiene a su vez 5 subpoblaciones de acuerdo a los niveles
de expresién de c-kit y CD24%%. Las dos subpoblaciones de
mayor densidad de c-kit, DN1a y DN1b, son potentes
progenitores de T con casi nulo potencial de B&¥. Por lo
tanto, a menos que ellos cambiaran rdpidamente sus
caracteristicas al momento de entrada, los candidatos mas
probables para colonizar el timo debieran ser
Lin-CD24-/2CD25 Thy1-Scal*c-kit"F1t3+CD44+L-sel*. Dicho
fenotipo es similar a los Lin-c-kit"L-selectina'RAG- LSPs,
lo que ha sugerido que es la poblacién de LSPs, y no la de
ELPs, la que en condiciones normales pudiera participar en
la timopoyesis temprana®. Por otro lado, con ayuda de un
transgénico reportero de pTo, von Boehmer y colaboradores
han identificado otros progenitores circulantes (CLP-2 y
CTP) con fenotipo mas diferenciado (c-kit-/°B220+CD19-IL-
7Rai*Scal+*Flt3-) y capacidad de reconstitucion timica®®559); y
recientemente, el analisis de ratones reporteros del receptor
de quimiocina CCR9 revel6 que la expresion de este receptor
es indispensable para el establecimiento de los progenitores
en el timo, y que las poblaciones LMPP/ELP, CLP, CLP-2,
CTP y ETP son CCR9+6157, Estos hallazgos apoyan la
posibilidad de que el timo sea colonizado constantemente
por multiples progenitores. Una vez éstos hagan su arribo,
los precursores efectivos deben ser capaces de una expansién
rapida y robusta que sostenga la tasa de produccién
intrinseca®%%).

Numerosos factores de transcripcion participan en el
programa de T, pero algunas citocinas y la sefializacion a
través de los receptores Notch, son criticamente requeridos
en los eventos tempranos del desarrollo50. Se piensa
que la interleucina 7 (IL-7) y el factor de células troncales
(SCF) funcionan en el soporte de la supervivencia y
proliferacion de los precursores timicos, mientras que Notch
dispara una serie de reacciones importantes para el compromiso
y la decisién del linaje. La inactivacién inducible de Notch1
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resulta en el bloqueo de la diferenciacién a nivel de DN1, y
el incremento de células de linaje B en el timo, y al revés, la
sobre-expresion de Notch1 en los progenitores hematopoyéticos
promueve el desarrollo de células de linaje T en médula
6sea®, apoyando su indiscutible papel en la determinacién
B/T. Estos datos indican que un distintivo del microambiente
timico debe ser su capacidad para enviar sefiales firmes a
través de Notch a las células colonizadoras. Atin cuando
estan definidos muchos de los genes blanco de Notch, los
estadios precisos, asi como las bases moleculares de su
actividad y el balance dindmico entre los factores que dirigen
el programa, siguen siendo blanco de intensa investigacion‘?.

NICHO HEMATOPOYETICO Y
FACTORES MICROAMBIENTALES

Ni las HSC ni los progenitores primitivos crecen como
unidades auténomas independientes. Ambos estan rodeados
en todas dimensiones por el microambiente de la médula,
definido por interacciones célula-célula y exposicion a
combinaciones y concentraciones variables de citocinas®?.
De importancia critica es la contribucion de células estromales,
osteoblastos y células endoteliales, los cuales pueden tener
papeles y propiedades mltiples ademds de su funcién de
soporte de la linfo-hematopoyesis en un ambiente natural®?
(Figura 3). Ellas producen citocinas y son capaces de elaborar
una variedad de moléculas de adhesién e interaccion que
le permiten responder a sefiales microambientales y participar
en una comunicacién bi-direccional con las células linfo-
hematopoyéticas®.6369. El nicho mantiene a las HSCs en
ciclos de prolongada quiescencia en los cuales alrededor
del 70% de las células estan en Gy, presumiblemente debido
a la expresion de factores genéticos intrinsecos que inhiben
el ciclo celular, como p21 y pTEN, asi como a la actividad
de diversas moléculas de anclaje®®. La ‘activacion” de la
HSC, por mecanismos no bien definidos a la fecha, induce
la autorenovacion o divisién celular asimétrica® (Figura
3). Por otro lado, diversos estudios indican que la mayoria
de los progenitores linfoides tempranos pasan también un
tiempo considerable en Gy®”, y atin cuando los componentes
del nicho que sostiene a las células progenitoras multipotentes
no se conocen, esta condicién quiescente puede ser importante
en el control del tamafio de la poblacién y para la integridad
de las células que reabastecen el sistema inmune a lo largo
de la vida.

En diversos modelos experimentales se ha reportado la
perturbacion del estado de quiescencia y de la arquitectura
del nicho hematopoyético en circunstancias de infecciones
y/o estrés, lo que puede resultar en el exporte prematuro
de células precursoras a la periferia?72. Kelsoe y sus
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colaboradores han sugerido que el aumento de granulocitosis
en la médula dsea compromete la linfopoyesis porque ambos
eventos se llevan a cabo en un nicho celular comtn, y que
en esta circunstancia hay un desequilibrio en la actividad
de algunos componentes basicos del nicho, como es la
quimiocina CXCL12, lo que promueve la liberacién de los
progenitores”7. Por otro lado, datos recientes sefialan que
células que residen en la fraccién de HSCs de médula dsea
de ratén reconocen directamente productos bacterianos a
través de receptores tipo Toll (TLRs), y que la ligacion de
estos receptores puede alterar los patrones normales de
diferenciacion”. Queda por determinar si la estabilidad
del linaje es perturbada bajo estas circunstancias, y si ello
representa una amenaza para la reconstitucion del sistema
inmune, o por el contrario, una via para robustecer la linfo-
hematopoyesis temprana.
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