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    El virus de la inmunodeficiencia 

humana (VIH) infecta a las células del 

sistema inmunitario, alterando o anulando 

s u  f u n c i ó n  c o n  l a  c o n s i g u i e n t e 

inmunodeficiencia. La caracterización 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 obje�vo caracterizar las 

subpoblaciones de linfocitos B en pacientes 

con serología posi�va para V IH y la 

comparación de los valores encontrados con 

un grupo control. También se analizaron los 

patrones de electroforesis de proteínas a fin 

de determinar la existencia de alteraciones 

cualita�vas. Este estudio �ene importantes 

implicancias para la suscep�bilidad a co-

infecciones extracelulares.
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Resumen

Introducción: La infección por VIH está 

asociada con anormal idades en las 

poblaciones linfocitarias, incluidos los 

linfocitos B. Estas perturbaciones llevan a un 

incremento de co-infecciones específicas y a 

una pobre respuesta a  vacunas.  La 

caracterización de los linfocitos B en 

pacientes infectados es importante para 

entender el impacto de la viremia en la 

respuesta inmune.

Obje�vos: Caracterizar las subpoblaciones 

de linfocitos B en pacientes con serología 

posi�va para VIH y correlacionar estos 

hallazgos con los patrones de electroforesis 

de proteínas encontrados.

Material y métodos: Se incluyeron 30 

pacientes VIH – posi�vos adultos en 

diferentes estadios de progreso de la 

enfermedad bajo tratamiento an�retroviral. 

Las subpoblaciones de linfoc�os B fueron 

inmuno�pificadas por citometría de flujo 
alto alto como: CD24 CD38 (B transicionales), 

- + + CD27 (B vírgenes), CD27 IgD (B memoria sin 
+ - cambio de iso�po), CD27 IgD (B memoria 

+ con cambio de iso�po) y CD27 (B memoria 

totales). Se realizaron proteinogramas por 

electroforesis en analizador semiautomá�co 

y se categorizaron las patrones encontrados 

como normal, hipogammaglobulinemia, 

hipergammaglobulinemia policlonal, 

bandas oligoclonales o banda monoclonal.

Resultados: Demostramos un desbalance 

del  compar�miento de l infoc itos  B 

caracterizado principalmente por un 

incremento de células B transicionales y una 

disminución de linfocitos B de memoria sin 

cambio de iso�po. Encontramos correlación 
+ entre el recuento de linfocitos T CD4 y el 

recuento de células B de memoria totales.

Discusión: Este estudio demuestra el 

desbalance del compar�miento de linfocitos 

B en pacientes adultos infectados por el virus 

VIH aún en pacientes bajo tratamiento 

an�retroviral. Esto �ene importantes 

implicancias para la suscep�bilidad a co-

infecciones extracelulares.

Palabras Claves: VIH; linfopenia; linfocitos B

Introducción

El progreso de la enfermedad 

causado por el virus de la inmunodeficiencia 

humana (VIH), está asociado a pertur-

baciones en las poblaciones celulares del 

sistema immune (1). La forma clásica de 

progresión de la enfermedad lleva a la 

destrucción de los nódulos linfá�cos (NL) 

contribuyendo a la degeneración 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 compar�mientos linfoides. Se han 

descripto disfunciones diversas del linfocito 
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B en el marco de la infección por VIH 

caracter izadas  por  h ipergammaglo-

bulinemia, incremento de la ac�vación 

policlonal, incremento de la expresión de 

marcadores de ac�vación incluyendo CD70, 

CD71, CD80 y CD86, incremento de la 

diferenciación de la célula B a plasmoblastos, 

p re s e n c i a  d e  a n o r m a l i d a d e s  e n  l a 

electroforesis de proteínas, incremento de la 

producción de autoan�cuerpos y un 

aumento en la frecuencia de neoplasias del 

linfocito B (3,4). Estas disfunciones están 

dirigidas por una replicación con�nua del 

virus y los esfuerzos constantes del sistema 

inmune de limitar la infección y son 

considerados como unos de los mayores 

efectos deletéreos de la infección por VIH 

(5).

El presente trabajo tuvo como 

obje�vo caracterizar las subpoblaciones de 

linfocitos B en pacientes con serología 

posi�va para VIH y la comparación de los 

valores encontrados con un grupo control.

Además se analizaron los patrones 

de electroforesis de proteínas a fin de 

determinar la existencia de alteraciones 

cualita�vas.

Material y métodos

Población de estudio

El estudio fue de �po prospec�vo, 

descrip�vo de �po transversal y se realizó 

entre junio de 2012 y diciembre de 2013. Se 

incluyeron 30 pacientes VIH – posi�vos de 

entre 25 y 60 años, bajo tratamiento 

an�rretroviral. Se consideraron como 

pacientes VIH – posi�vo aquellos individuos 

que presentaron serología posi�va para VIH 

por metodología EL ISA y confirmada 

mediante Western Blot. Todos los pacientes 

fueron atendidos en el  Servic io  de 

Infectología del Hospital Público Dr. 

Guillermo Rawson, San Juan, Argen�na. Se 

incluyeron en el estudio 15 personas adultas 

con serología nega�va para VIH que fueron 

seleccionadas como controles. Para el 

análisis de los patrones de electroforesis se 

incluyó como grupo control los resultados de 

77 electroforesis de proteínas de sueros 

provenientes de pacientes ambulatorios que 

asis�eron al Laboratorio Central del Hospital 

Dr. Guillermo Rawson durante el periodo de 

estudio.

La inves�gación fue aprobada por el 

Comité de É�ca de la Universidad Católica de 

Cuyo y el Comité de Docencia e Inves�gación 

del Hospital Público Dr. Guillermo Rawson.

Obtención de muestras

Las muestras de sangre se obtuvie-

ron en todos los casos por punción venosa y 
®recolectaron en tubos Vacutainer K EDTA 

para obtener sangre total y en tubos 
® Vacutainer SST para obtención de sueros. 

Las muestras de suero fueron congeladas a -

70 °C hasta el momento de las deter-

minaciones. Se obtuvo el consen�miento 

informado de todos los sujetos antes de su 

inclusión.
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Inmunomarcación de subpoblaciones linfocitarias

La población de linfocitos B total fue diferenciada según la 

expresión de CD19 (Cytognos) y subdividida de acuerdo a la expresión 

de CD24 (BD-Pharmingen), CD27 (BD-Pharmingen); CD38 

(MiltenyiBiotec) e IgD (BD-Pharmingen). La población B fue 
alto alto - caracterizada como CD24 CD38 (B transicionales), CD27 (B 

+ + + - vírgenes), CD27 IgD (B memoria sin cambio de iso�po), CD27 IgD (B 
+ memoria con cambio de iso�po) y CD27 (B memoria totales). A fin de 

reconocer si los linfocitos B de memoria cons�tuyen un marcador de 

progreso en el curso de la infección por VIH se correlacionaron los 

valores encontrados para dicha población con el recuento de linfocitos 
+T CD4 . El recuento de linfocitos T CD4 fue obtenido por el análisis de la 

expresión de CD3 (PerCP Invitrogen) y CD4 (PE Invitrogen).

Las muestras fueron procesadas en citómetro de flujo 

FACSCalibur (BD). El análisis de los datos se realizó mediante el 

programa CellQuest Pro (BD). La calibración del citómetro de flujo se 

realizó con perlas CaliBrite usando el programa FACSComp. La 

can�dad de cada una de las poblaciones celulares se expresó en 

porcentajes y valor absoluto, como can�dad de células por milímetro 
3cúbico (mm ).

Recuento celular

Los valores absolutos de las poblaciones celulares fueron 

calculados a par�r del valor diferencial de linfocitos y recuento total de 
® leucocitos obtenido en analizador automá�co CellDyn 1800.

Electroforesis de Proteínas

Se realizó la electroforesis de proteínas de todas las muestras 

de suero sobre gel de agarosa en analizador HYDRASYS LC. La 

migración se realizó de forma automá�ca a una temperatura 

controlada de 20º C. Una vez finalizada la migración comenzó el 

proceso de secado a 50º C. Posteriormente, se realizó la �nción con 

colorante negro amido. La lectura final se realizó mediante escáner 

para su posterior análisis por el programa Phoresis 6.1.2.

Este sistema de migración permite separar 6 fracciones de 

proteínas; Albúmina, 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.

Análisis de resultados

Antes de aplicar el análisis estadís�co se comprobó la 

existencia de valores a�picos mediante el test de Dixon. Se analizaron 

las posibles causas del desvío antes de la eliminación del dato. Previo a 

la comparación de los grupos se realizó la prueba F de Fisher a fin de la 

existencia de homogeneidad de varianzas. Para la evaluación de 

significancia se realizó la prueba t de Student para muestras 

independientes.

Se aplicó la prueba de Welch en los casos en que se asumió 

varianzas desiguales. La correlación entre variables se analizó 

u�lizando la prueba de Spearman. El grado de significación estadís�ca 

se estableció a par�r de valores de p<0,05. El análisis estadís�co de los 

datos se realizó con el programa MedCalc.

Resultados

Para el análisis estadís�co 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 a�picos) está 

representada en la Tabla N° 1 y 2.

Linfopenia asociada a VIH

Para analizar la existencia de linfopenia se evaluaron los 

valores absolutos de linfocitos totales obtenidos por recuento en 
+ analizador automá�co y de linfocitos B CD19 obtenido por citometría 

de flujo.

En ambos casos se encontró una reducción estadís�camente 

significa�va de estas poblaciones celulares en los pacientes VIH 

seroposi�vos, (p<0.05).

Este hallazgo se encuentra representado en la Figura n° 1.
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Expansión de células B transicionales en Pacientes VIH-seroposi�vos

Para analizar la existencia de cambios en el recuento de 
alto altolinfocitos B transicionales (CD24 CD38 ) se analizaron los valores 

rela�vos encontrados. Se observó un aumento significa�vo 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 significa�vas.

Disminución de linfocitos B de memoria en Pacientes VIH-seroposi-

�vos

Se analizaron los valores porcentuales de linfocitos B de 
+ +memoria sin cambio de iso�po (CD27 IgD ), linfocitos B de memoria 

+con cambio de iso�po (CD27 IgD-) y los linfocitos B de memoria totals 
+(CD27 ). Se observó una disminución estadís�camente significa�va 

+para los linfocitos B CD27 IgD- (p<0,05). Figura n° 3.

Los valores absolutos de estas poblaciones se encontraron en 

todos los casos disminuidos.

En relación a la correlación entre el número absoluto de 
+ linfocitos T CD4 y el recuento de linfocitos B de memoria totales 

+(CD27 ), se observó una correlación moderada, r=0,55; p<0,005. 

Figura 4.

Al realizar la electroforesis de proteínas se encontró mayor 

frecuencia de alteraciones cualita�vas en pacientes HIV-seroposi�vos 

con respecto al grupo control. Los patrones encontrados se detallan en 

la Tabla 3.

Discusión

En este estudio de corte transversal, se observa que los 

pacientes adultos VIH seroposi�vos presentan una reducción 

significa�va del número total de células B asociado a linfopenia. 

Estudios previos han demostrado que la proteína gp120 ac�va la 

apoptosis de las células B, lo que podría explicar el mecanismo por el 

cual se produce la disminución del número total de estas células, 
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aunque el mecanismo puede verse atenuado 

si se reduce la viremia como resultado de la 

terapia an�retroviral (6).

Asimismo, la evaluación de los 

linfocitos B de memoria iden�ficados por el 

marcador de superficie CD27, es importante 

ya que determina la capacidad del sistema 

inmune en producir an�cuerpos funcionales. 

Esto es de par�cular interés debido a que la 
+ pérdida de linfocitos B CD27 es considerado 

un factor responsable de una inmunidad 

humoral dañada y una pobre respuesta a 

vacunas en pacientes infectados (7). En el 

presente trabajo se observó una reducción 

significa�va en los valores porcentuales de 

linfocitos B memoria sin cambio de iso�po 

aunque no se observaron diferencias en 

linfocitos B de memoria con cambio de 

iso�po y linfocitos B memoria totales. El 

análisis de los valores absolutos (datos no 

mostrados) de ambas poblaciones presenta 

una reducción significa�va. Sin embargo, la 

linfopenia asociada en los pacientes VIH-

seroposi�vos influye directamente en el 

cálculo de los valores absolutos por lo cual el 
+ + dato es limitado. Los linfocitos CD27 IgD son 

importantes en la respuesta inmune 

independiente del linfocito T y secretan IgM 

de alta afinidad en las fases tempranas de 

infección para inhibir  la  repl icación 

microbiana en sangre. En este sen�do resulta 

evidente que este grupo de pacientes carece 

de respuesta humoral efec�va a corto plazo y 

que el puente entre la respuesta inmune 

innata y adapta�va se encuentra dañado.

Estudios previos han demostrado que 

la terapia an�rretroviral es capaz de 

normalizar no solo el recuento de linfocitos B 

sino también de producir un aumento 

rela�vo de los valores de linfocitos B de 

memoria luego de 12 meses de tratamiento si 

la terapia comienza en etapas tempranas de 

la infección. Sin embargo, estos resultados 

son controver�dos ya que varios estudios 

recientes indican que la restauración de la 

respuesta de memoria B por la terapia 

an�rretroviral está ausente o incomplete 

(5,8,9). En nuestro caso, para demostrar si 

ex is�ó una modificación parc ia l  del 

compar�miento de linfocitos B de memoria o 

una restauración incompleta del mismo por la 

terapia an�rretroviral, se requeriría un 

estudio posterior de �po longitudinal que 

permita seguir el recuento de las poblaciones 

B en un �empo determinado. Además, 

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 compar�miento B de 

memoria es un evento progresivo que ocurre 

en el  curso de la  infección por V I H 

manifestándose significa�vamente en 

estadios crónicos. Así, el número de linfocitos 

B de memoria circulante es un marcador de 

progresión de la infección por VIH y su 

medición puede ser ú�l para predecir la 

s u s c e p � b i l i d a d  d e  p a c i e n t e s  V I H 

seroposi�vos a infecciones bacterianas (11).

S e  e n c o n t r ó  u n  i n c r e m e n t o 
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significa�vo de los valores porcentuales de 
alto altolinfocitos B transicionales (CD24 CD38 ) 

en pacientes VIH-seroposi�vos. Se ha 

observado que esta expansión puede estar 
+ relacionada a la pérdida de linfocitos CD4 y 

no a la viremia por VIH de forma directa. La 

linfopenia asociada a la infección por VIH 

ac�va mecanismos de compensación 

homeostá�ca en donde la interleuquina -7 

(IL-7) �ene un rol protagónico en par�cular 

en la recuperación del compar�miento 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 actúa de forma directa sobre 

precursores de linfocitos B en médula ósea 

que expresan el receptor específico para IL-

7, CD127 (2). Por otro lado, el análisis de los 

patrones derivados de la electroforesis de 

proteínas en el grupo de pacientes VIH 

seroposi�vos mostró un 82% de las patentes 

observadas como normales, un 11% de 

patrones oligoclonales y no se detectó 

ningún caso de banda monoclonal. La 

frecuencia de patentes oligoclonales y 

m o n o c l o n a l e s  e n  p a c i e n t e s  V I H -

seroposi�vos observada en este trabajo se 

encuentra en concordancia con lo observado 

e n  d i fe re nte s  e st u d i o s  efe c t u a d o s 

recientemente, que revelan una reducción 

de patentes oligoclonales en pacientes 

infectados por el virus en comparación a las 

observadas en años anteriores. Esta 

reducción de anormalidades en los patrones 

electroforé�cos se ha visto de forma 

marcada en los úl�mos años quizás en parte 

gracias a la mayor efec�vidad de las terapias 

an�rretrovirales (4).

Este estudio demuestra el desba-

lance del compar�miento de linfocitos B en 

adultos infectados por el virus VIH aún en 

pacientes bajo tratamiento an�rretroviral. 

La determinación de los linfocitos B de 

memoria podría tener u�lidad clínica para 

evidenciar la suscep�bilidad de los pacientes 

VIH -seroposi�vos a co-infecciones extra-

celulares.
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