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El virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH) infecta a las células del
sistema inmunitario, alterando o anulando
su funcion con la consiguiente
inmunodeficiencia. La caracterizacién de los
linfocitos B en pacientes infectados es
importante para entender el impacto de la
viremia en la respuesta inmune. El presente
trabajo tuvo como objetivo caracterizar las
subpoblaciones de linfocitos B en pacientes
con serologia positiva para VIH y la
comparacion de los valores encontrados con
un grupo control. También se analizaron los
patrones de electroforesis de proteinas a fin
de determinar la existencia de alteraciones
cualitativas. Este estudio tiene importantes
implicancias para la susceptibilidad a co-
infecciones extracelulares.
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Resumen

Introduccién: La infeccion por VIH estd
asociada con anormalidades en las
poblaciones linfocitarias, incluidos los
linfocitos B. Estas perturbaciones llevan a un
incremento de co-infecciones especificasy a
una pobre respuesta a vacunas. La
caracterizacién de los linfocitos B en
pacientes infectados es importante para
entender el impacto de la viremia en la
respuestainmune.

Objetivos: Caracterizar las subpoblaciones
de linfocitos B en pacientes con serologia
positiva para VIH y correlacionar estos
hallazgos con los patrones de electroforesis
de proteinas encontrados.

Material y métodos: Se incluyeron 30
pacientes VIH — positivos adultos en
diferentes estadios de progreso de la
enfermedad bajo tratamiento antiretroviral.
Las subpoblaciones de linfoctios B fueron
inmunotipificadas por citometria de flujo
como: CD24™ CD38 (B transicionales),
CD27 (B virgenes), CD27'IgD"(B memoria sin
cambio de isotipo), CD27" IgD (B memoria
con cambio de isotipo) y CD27" (B memoria
totales). Se realizaron proteinogramas por
electroforesis en analizador semiautomatico

y se categorizaron las patrones encontrados
como normal, hipogammaglobulinemia,
hipergammaglobulinemia policlonal,
bandas oligoclonales o banda monoclonal.

Resultados: Demostramos un desbalance
del compartimiento de linfocitos B
caracterizado principalmente por un
incremento de células B transicionales y una
disminucion de linfocitos B de memoria sin
cambio de isotipo. Encontramos correlacion
entre el recuento de linfocitos T CD4"y el
recuento de células B de memoria totales.

Discusion: Este estudio demuestra el
desbalance del compartimiento de linfocitos
B en pacientes adultos infectados por el virus
VIH aun en pacientes bajo tratamiento
antiretroviral. Esto tiene importantes
implicancias para la susceptibilidad a co-
infecciones extracelulares.

Palabras Claves: VIH; linfopenia; linfocitos B
Introduccién

El progreso de la enfermedad
causado por el virus de lainmunodeficiencia
humana (VIH), estd asociado a pertur-
baciones en las poblaciones celulares del
sistema immune (1). La forma clasica de
progresion de la enfermedad lleva a la
destruccion de los noédulos linfaticos (NL)
contribuyendo a la degeneracion de los
centros germinales y a la pérdida progresiva
de linfocitos T CD4" (2). Aunque esta célula
sea la diana del VIH, también se observan
una amplia gama de anormalidades en otras
poblaciones celulares del sistema inmune y
los compartimientos linfoides. Se han
descripto disfunciones diversas del linfocito
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B en el marco de la infeccién por VIH
caracterizadas por hipergammaglo-
bulinemia, incremento de la activacion
policlonal, incremento de la expresidon de
marcadores de activacién incluyendo CD70,
CD71, CD80 y CD86, incremento de la
diferenciacion dela célula B a plasmoblastos,
presencia de anormalidades en la
electroforesis de proteinas, incremento de la
producciéon de autoanticuerpos y un
aumento en la frecuencia de neoplasias del
linfocito B (3,4). Estas disfunciones estan
dirigidas por una replicacién continua del
virus y los esfuerzos constantes del sistema
inmune de limitar la infecciéon y son
considerados como unos de los mayores
efectos deletéreos de la infecciéon por VIH

(5).

El presente trabajo tuvo como
objetivo caracterizar las subpoblaciones de
linfocitos B en pacientes con serologia
positiva para VIH y la comparacion de los
valores encontrados con un grupo control.

Ademas se analizaron los patrones
de electroforesis de proteinas a fin de
determinar la existencia de alteraciones
cualitativas.

Material y métodos
Poblacion de estudio

El estudio fue de tipo prospectivo,
descriptivo de tipo transversal y se realizo
entre junio de 2012 y diciembre de 2013. Se
incluyeron 30 pacientes VIH — positivos de
entre 25 y 60 afios, bajo tratamiento
antirretroviral. Se consideraron como
pacientes VIH — positivo aquellos individuos
que presentaron serologia positiva para VIH
por metodologia ELISA y confirmada
mediante Western Blot. Todos los pacientes
fueron atendidos en el Servicio de
Infectologia del Hospital Publico Dr.
Guillermo Rawson, San Juan, Argentina. Se
incluyeron en el estudio 15 personas adultas
con serologia negativa para VIH que fueron

seleccionadas como controles. Para el

Pty

andlisis de los patrones de electroforesis se
incluyé como grupo control los resultados de
77 electroforesis de proteinas de sueros
provenientes de pacientes ambulatorios que
asistieron al Laboratorio Central del Hospital
Dr. Guillermo Rawson durante el periodo de
estudio.

La investigacion fue aprobada por el
Comité de Etica de la Universidad Catélica de
Cuyoy el Comité de Docencia e Investigacion
del Hospital Publico Dr. Guillermo Rawson.

Obtencion de muestras

Las muestras de sangre se obtuvie-
ron en todos los casos por puncién venosa y
recolectaron en tubos Vacutainer'K EDTA
para obtener sangre total y en tubos
Vacutainer' SST para obtencién de sueros.
Las muestras de suero fueron congeladas a -
70 °C hasta el momento de las deter-
minaciones. Se obtuvo el consentimiento
informado de todos los sujetos antes de su
inclusién.
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Inmunomarcacion de subpoblaciones linfocitarias

La poblacion de linfocitos B total fue diferenciada segun la
expresion de CD19 (Cytognos) y subdividida de acuerdo a la expresion
de CD24 (BD-Pharmingen), CD27 (BD-Pharmingen); CD38
(MiltenyiBiotec) e IgD (BD-Pharmingen). La poblacién B fue
caracterizada como CD24”°CD38°" (B transicionales), CD27 (B
virgenes), CD27'IgD’ (B memoria sin cambio de isotipo), CD27°IgD (B
memoria con cambio de isotipo) y CD27" (B memoria totales). A fin de
reconocer si los linfocitos B de memoria constituyen un marcador de
progreso en el curso de la infeccion por VIH se correlacionaron los
valores encontrados para dicha poblacién con el recuento de linfocitos
T CD4'. El recuento de linfocitos T CD4 fue obtenido por el analisisde la
expresion de CD3 (PerCP Invitrogen)y CD4 (PE Invitrogen).

Las muestras fueron procesadas en citdmetro de flujo
FACSCalibur (BD). El andlisis de los datos se realizd mediante el
programa CellQuest Pro (BD). La calibracién del citémetro de flujo se
realizé con perlas CaliBrite usando el programa FACSComp. La
cantidad de cada una de las poblaciones celulares se expresé en
porcentajes y valor absoluto, como cantidad de células por milimetro
cubico (mm?).

Recuento celular

Los valores absolutos de las poblaciones celulares fueron
calculados a partir del valor diferencial de linfocitos y recuento total de
leucocitos obtenido en analizador automatico CellDyn"1800.

Electroforesis de Proteinas

Se realizé la electroforesis de proteinas de todas las muestras
de suero sobre gel de agarosa en analizador HYDRASYS LC. La
migraciéon se realiz6 de forma automatica a una temperatura
controlada de 202 C. Una vez finalizada la migracion comenzo el
proceso de secado a 502 C. Posteriormente, se realizo la tincidén con
colorante negro amido. La lectura final se realizé mediante escaner
para su posterior analisis por el programa Phoresis 6.1.2.

Este sistema de migracién permite separar 6 fracciones de
proteinas; Albumina, Alfa-1 globulinas, Alfa-2 globulinas, Beta-1
globulinas, Beta-2 globulinas y gamma globulinas. Los patrones de
electroforesis se clasificaron como: normal, hipogamma-
globulinemia, aumento policlonal, patente oligoclonal o banda
monoclonal.

Analisis de resultados

Antes de aplicar el analisis estadistico se comprobd la
existencia de valores atipicos mediante el test de Dixon. Se analizaron
las posibles causas del desvio antes de la eliminacion del dato. Previo a
la comparacién de los grupos se realizo la prueba F de Fisher a fin de la
existencia de homogeneidad de varianzas. Para la evaluacién de
significancia se realiz6 la prueba t de Student para muestras
independientes.

Se aplicé la prueba de Welch en los casos en que se asumio
varianzas desiguales. La correlacién entre variables se analizé
utilizando la prueba de Spearman. El grado de significacion estadistica
se establecid a partir de valores de p<0,05. El analisis estadistico de los
datos se realizé con el programa MedCalc.

Resultados

Para el andlisis estadistico de los datos se analizaron los
valores porcentuales de las poblaciones linfocitarias estudiadas,
excepto para el caso de linfocitos totales y linfocitos B totales (CD19").
La media de los valores absolutos y porcentuales de las diferentes
poblaciones de linfocitos (excluyendo valores atipicos) esta
representadaenlaTablaN°1y2.
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Linfopenia asociadaa VIH

Para analizar la existencia de linfopenia se evaluaron los
valores absolutos de linfocitos totales obtenidos por recuento en
analizador automatico y de linfocitos B CD19 obtenido por citometria
de flujo.

En ambos casos se encontré una reduccion estadisticamente
significativa de estas poblaciones celulares en los pacientes VIH

seropositivos, (p<0.05).

Este hallazgo se encuentra representado en la Figuran® 1.
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Expansion de células B transicionales en Pacientes VIH-seropositivos

Para analizar la existencia de cambios en el recuento de
linfocitos B transicionales (CD24°°CD38"°) se analizaron los valores
relativos encontrados. Se observé un aumento significativo en los
valores porcentuales de linfocitos B transicionales (p<0.05) como se
muestra en la Figura n° 2. Los valores absolutos de linfocitos B
transicionales no presentaron diferencias significativas.
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Disminucion de linfocitos B de memoria en Pacientes VIH-seroposi-
tivos

Se analizaron los valores porcentuales de linfocitos B de
memoria sin cambio de isotipo (CD27°IgD"), linfocitos B de memoria
con cambio de isotipo (CD27°IgD-) y los linfocitos B de memoria totals
(CD27). Se observé una disminucion estadisticamente significativa
paralos linfocitos B CD27°IgD- (p<0,05). Figuran® 3.

Los valores absolutos de estas poblaciones se encontraron en
todos los casos disminuidos.

En relaciéon a la correlacion entre el numero absoluto de
linfocitos T CD4" y el recuento de linfocitos B de memoria totales
(CD27%), se observé una correlacién moderada, r=0,55; p<0,005.
Figura4.

Al realizar la electroforesis de proteinas se encontré mayor

Bioanalisis | Jul - Ago 15

frecuencia de alteraciones cualitativas en pacientes HIV-seropositivos
conrespecto al grupo control. Los patrones encontrados se detallan en
laTabla 3.
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Discusion

En este estudio de corte transversal, se observa que los
pacientes adultos VIH seropositivos presentan una reduccion
significativa del nimero total de células B asociado a linfopenia.
Estudios previos han demostrado que la proteina gp120 activa la
apoptosis de las células B, lo que podria explicar el mecanismo por el
cual se produce la disminucién del nimero total de estas células,



aunque el mecanismo puede verse atenuado
si se reduce la viremia como resultado de la
terapia antiretroviral (6).

Asimismo, la evaluacién de los
linfocitos B de memoria identificados por el
marcador de superficie CD27, es importante
ya que determina la capacidad del sistema
inmune en producir anticuerpos funcionales.
Esto es de particular interés debido a que la
pérdida de linfocitos B CD27" es considerado
un factor responsable de una inmunidad
humoral dafiada y una pobre respuesta a
vacunas en pacientes infectados (7). En el
presente trabajo se observé una reduccion
significativa en los valores porcentuales de
linfocitos B memoria sin cambio de isotipo
aunque no se observaron diferencias en
linfocitos B de memoria con cambio de
isotipo y linfocitos B memoria totales. El
analisis de los valores absolutos (datos no
mostrados) de ambas poblaciones presenta
una reduccion significativa. Sin embargo, la
linfopenia asociada en los pacientes VIH-

seropositivos influye directamente en el
calculo de los valores absolutos por lo cual el
dato es limitado. Los linfocitos CD27'1gD"son
importantes en la respuesta inmune
independiente del linfocito T y secretan IgM
de alta afinidad en las fases tempranas de
infeccion para inhibir la replicacion
microbiana en sangre. En este sentido resulta
evidente que este grupo de pacientes carece
de respuesta humoral efectiva a corto plazoy
que el puente entre la respuesta inmune
innatay adaptativa se encuentra dafiado.

Estudios previos han demostrado que
la terapia antirretroviral es capaz de
normalizar no solo el recuento de linfocitos B
sino también de producir un aumento
relativo de los valores de linfocitos B de
memoria luego de 12 meses de tratamiento si
la terapia comienza en etapas tempranas de
la infeccion. Sin embargo, estos resultados
son controvertidos ya que varios estudios
recientes indican que la restauracion de la
respuesta de memoria B por la terapia

antirretroviral estd ausente o incomplete
(5,8,9). En nuestro caso, para demostrar si
existi6 una modificacién parcial del
compartimiento de linfocitos B de memoria o
una restauraciénincompleta del mismo porla
terapia antirretroviral, se requeriria un
estudio posterior de tipo longitudinal que
permita seguir el recuento de las poblaciones
B en un tiempo determinado. Ademas,
encontramos que el recuento de los linfocitos
B de memoria se correlaciona con el recuento
de linfocitos T CD4". Se ha visto previamente
que la pérdida del compartimiento B de
memoria es un evento progresivo que ocurre
en el curso de la infeccién por VIH
manifestandose significativamente en
estadios cronicos. Asi, el nUmero de linfocitos
B de memoria circulante es un marcador de
progresidon de la infeccién por VIH y su
medicién puede ser util para predecir la
susceptibilidad de pacientes VIH
seropositivos a infecciones bacterianas (11).

Se encontrd un incremento
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significativo de los valores porcentuales de
linfocitos B transicionales (CD24°°CD38™)
en pacientes VIH-seropositivos. Se ha
observado que esta expansién puede estar
relacionada a la pérdida de linfocitos CD4"y
no a la viremia por VIH de forma directa. La
linfopenia asociada a la infeccién por VIH
activa mecanismos de compensacidn
homeostética en donde la interleuquina -7
(IL-7) tiene un rol protagdnico en particular
en la recuperacién del compartimiento de
linfocitos T. Sin embargo, los niveles de IL-7
se correlacionan con el recuento de
linfocitos B transicionales lo que hace pensar
que la IL-7 actia de forma directa sobre
precursores de linfocitos B en médula 6sea
que expresan el receptor especifico para IL-
7, CD127 (2). Por otro lado, el analisis de los
patrones derivados de la electroforesis de
proteinas en el grupo de pacientes VIH
seropositivos mostré un 82% de las patentes
observadas como normales, un 11% de
patrones oligoclonales y no se detectd
ninglin caso de banda monoclonal. La
frecuencia de patentes oligoclonales vy
monoclonales en pacientes VIH-
seropositivos observada en este trabajo se
encuentra en concordancia con lo observado
en diferentes estudios efectuados
recientemente, que revelan una reducciéon
de patentes oligoclonales en pacientes
infectados por el virus en comparacion a las
observadas en afios anteriores. Esta
reduccion de anormalidades en los patrones
electroforéticos se ha visto de forma
marcada en los ultimos afios quizds en parte
gracias a la mayor efectividad de las terapias
antirretrovirales (4).

Este estudio demuestra el desba-
lance del compartimiento de linfocitos B en
adultos infectados por el virus VIH adn en
pacientes bajo tratamiento antirretroviral.
La determinacidon de los linfocitos B de
memoria podria tener utilidad clinica para
evidenciar la susceptibilidad de los pacientes
VIH -seropositivos a co-infecciones extra-
celulares.
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