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RESUMEN 

 

El Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH)continúa siendo un importante problema de 

salud mundial. Los pacientes infectados experimentan una depleción progresiva y disfunción 

de linfocitos T CD4+ (LiTCD4+). Por otro lado, existe un compromiso inmune asociado a la 

disfunción de los linfocitos B (LiB). Dentro de esta población existe una subpoblación 

conocida como linfocitos B regulatorios (LiBreg) que ejercen una función inmunorreguladora 

a través de la producción de interleuquinas (IL), principalmente IL-10, y también a través de 

la expresión delligando de molécula de muerte programada 1 (PD-L1). En el presente 

estudio se evaluaron los niveles de LiBreg y la expresión del marcador PD-L1 a través de 

citometría de flujo en muestras de sangre periférica de pacientes con diagnóstico de VIH 

vírgenes de tratamiento y de un grupo control no infectado. Se observaron diferencias 

estadísticamente significativas cuando se evaluó el porcentaje de los LiBreg (p=0,005) y la 

expresión de PD-L1 (p=0,015) en los LiB entre los grupos estudiados (pacientes y 

controles). En los pacientes infectados se observó una tendencia marcada, aunque no 

estadísticamente significativa (p=0,07) entre los niveles de LiBreg y la carga viral (CV), 

mientras que no se observó correlación entre CD4+ y LiBreg (p=0,44). Se puede concluir 

que los pacientes en estudio presentaron un porcentaje de LiBreg y una expresión de PD-L1 

mayor que el grupo control. Estos resultados sugieren que la infección por el VIH induce 

mecanismos regulatorios mediados por LiB que podrían jugar un papel importante en la 

inmunopatogenia de la infección viral. 
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Abreviaturas: 

VIH: Virus Inmunodeficiencia Humana  

LiBreg: Linfocitos B regulatorios  

PD-L1: Ligando de molécula de muerte programada 1 

CV: carga viral 

LiTCD4+: Linfocitos T CD4+ 

TARV: Tratamiento antirretroviral 
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INTRODUCCION  

El virus de inmunodeficiencia humana (VIH) sigue siendo un importante problema de salud 

mundial (1) y el diagnóstico tardío es aún un gran inconveniente ya que un número 

importante de pacientes muestran un marcado deterioro de su sistema inmune en el 

momento del diagnóstico (2). En el paciente infectado se produce una hiperactivación del 

sistema inmune que incluye desregulación, disfunción inmune y una inflamación crónica. La 

activación inmune crónica incluye la activación aberrante del sistema inmune adaptativo que 

compromete tanto a los linfocitos T (LiT)  (3,4 ) como a los linfocitos B (LiB) (5). Estos 

últimos pueden ejercer efectos directos (6,7,8) e indirectos sobre la viremia, pero además 

participan en la modulación de la respuesta de los LiT efectores. Esta población conocida 

comolinfocitos B regulatorios (LiBreg) está siendo exhaustivamente estudiada ya que se ha 

convertido en el “blanco” del estudio de patologías autoinmunes, enfermedades infecciosas 

y cáncer. Como ha sido revisado recientemente por Rincón-Arévalo y col. la función 

reguladora de estos LiB se ha adjudicado principalmente a la capacidad de producir 

interleuquina 10 (IL-10), factor de crecimiento transformante β (TGF-β) e IL-35 que inducen 

la diferenciación de LiTCD4+ a un perfil Linfocitos Tregulador (LiTreg) e inhiben la 

diferenciación a perfiles proinflamatorios Th1 y Th17. Por otra parte, los LiBreg ejercen su 

función mediante el contacto célula-célula a través de moléculas como CD40, MHC-II, 

CD80, CD86, y la expresión de ligando de muerte programada 1 (PD-L1)(9). 

La fenotipificación de los LiBreg continúa siendo controversial ya que no es posible asignar 

la función regulatoria a un único fenotipo y aún no ha sido identificado el factor de 

transcripción de LiBreg análogo a Foxp3 en LiTreg. Liu y col. encontraron que LiB 

productores de IL-10 de individuos infectados por VIH presentan mayor expresión de TIM-1 

(10). Se ha reportado en pacientes sanos y con artritis reumatoidea la existencia de LiBreg 

con fenotipo CD19+CD24hiCD38hiCD1 (11). También se han identificado LiBreg humanos 

con un fenotipo similar a células B10 murinas que presentan CD24hiCD27+ (12). La revisión 

de Rincon-Arévalo y col. sugiere que se pueden identificar 3 clases de LiBreg en humanos: 

CD19+CD25+, CD19+CD24hiCD38hi y CD19+CD24hiCD27+(13). 

En cuanto a la función de los LiBreg, evidencias preliminares recopiladas a partir de 

diferentes modelos murinos de enfermedades autoinmunes sugirieron la existencia de LiB 

con un fenotipo regulador protector (14-17), así como también en diversas infecciones (18). 

Con respecto al rol de los LiBreg en la infección por VIH, Liu y col. han reportado 

recientemente que los LiB productores de IL-10 están elevados en pacientes con infección 

reciente y crónica por VIH y que éstos tienen la capacidad de suprimir la respuesta de los 

LiT in vitro. En su estudio también demuestra que existe una correlación positiva entre la 

frecuencia de LiB productores de IL-10 y la carga viral (CV) del paciente infectado y una 

correlación inversa con la proliferación de LiT específicos para VIH en etapas tempranas de 
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la infección, contribuyendo a la replicación viral, favoreciendo el establecimiento de la 

infección crónica y la progresión de la enfermedad. Recientemente, se ha demostrado el rol 

de los LiBreg en la infección de VIH asociado a la disfunción del sistema inmune vía IL-10 y 

la expresión de PD-L1. Estos autores sugieren que mecanismos sinérgicos de la IL-10 y PD-

L1 de los LiBreg activados contribuyen a la atenuación de la función de los LiT citotóxicos y 

sugiere que existe una correlación positiva entre los niveles de los LiBreg y la activación 

crónica inmune que conduce al agotamiento de los LiT yala progresión de la enfermedad 

(19,20). 

PD-1es una molécula de coestimulación que da una señal inhibidora, es un importante 

regulador negativo de la activación de los LiT y participa en el mantenimiento de la 

tolerancia periférica inmunológica a los antígenos propios (21).Se ha observado que la 

expresión del PD-1 en los LiT específicos para el VIH es alta. El mismo fenómeno fue 

reportado en células específicas para los  virus de la hepatitis B y C (22,23). Por lo que el 

descubrimiento de estas vías de regulación negativa en la activación de las LiT abre nuevas 

perspectivas en la aplicación clínica, mediante el uso de antagonistas de la vía PD-1/PD-L1 

en donde se ha observado la restauración de la respuesta citotóxica mediada por los 

LiTCD8+ y una mayor capacidad para controlar la replicación viral (24). 

El objetivo de este trabajo es evaluar los niveles de LiBreg y la expresión de PD-L1 en 

sangre periférica de pacientes infectados vírgenes de tratamiento en comparación con un 

grupo control no infectado,y analizar la correlación de estos parámetros con la CV y el 

recuento de LiTCD4+ en los pacientes infectados. 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Tipo de estudio. Estudio prospectivo, observacional, que se realizó durante el período 

comprendido entre el 1º de septiembre de 2016 y el 29 defebrero de 2018 en el Servicio de 

Laboratorio del Nuevo Hospital San Antonio de Padua Rio Cuarto (NHSAP). 

 

Muestras: Criterios de inclusión y exclusión. Se estudiaron pacientes mayores de 18 

años con infección por VIH vírgenes de tratamiento, que fueron diagnosticados en el 

Servicio de Laboratorio del Nuevo Hospital San Antonio de Padua y que aceptaron participar 

de esta investigación mediante la firma del consentimiento informado. Como grupo control, 

se incluyeron individuos con serología negativa para VIH, que manifestaron no haber tenido 

situaciones de riesgo de contagio en los últimos tres meses y no padecer ninguna 

enfermedad infecciosa ni autoinmune. Los criterios de exclusión fueron: pacientes menores 

de 18 años y pacientes con diabetes, patologías autoinmunes, neoplasias, patologías 

infecciosas agudas o crónicas y embarazadas. 
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La toma de muestra se realizó en el momento en el cual el paciente concurrió al servicio de 

laboratorio para la confirmación de su diagnóstico presuntivo (un test positivo para VIH). A 

cada paciente se le extrajo 20 ml de sangre mediante punción venosa; 5 ml para la 

determinación de CV, 3 ml para la determinación de subpoblación linfocitaria y 3 ml para las 

diferentes marcaciones de superficie para la investigación, destinando el volumen restante 

para otras determinaciones de laboratorio solicitadas. 

El traslado de las muestras desde el Laboratorio del Nuevo Hospital San Antonio de Padua 

(Río Cuarto) hasta la Fundación para el Progreso de la Medicina (Córdoba)se realizó según 

las Normas de Bioseguridad establecidos en la “Guía y Regulación para el transporte de 

sustancias infecciosas 2015–2016” de la OMS(25). 

 

Métodos. La determinación del fenotipo y niveles de los LiBreg y expresión de PD-L1, al 

igual que los niveles de LiTCD4+ en los pacientes infectados se realizaron por citometría de 

flujo en muestras de sangre periférica, en el Laboratorio de la Fundación para el Progreso 

de la Medicina. De la muestra obtenida se tomaron 100ul y se incubaron con los anticuerpos 

monoclonalesdurante 15 min a temperatura ambiente y en oscuridad, luego se lisaron los 

glóbulos rojos con cloruro de amonio durante 15 min a 4°C y en oscuridad; y  finalmente los 

tubos fueron adquiridos y analizados en el citómetro.Para la evaluación de LiBreg se 

realizaron las siguientes marcaciones de superficie;anti-CD24FITC/ anti PDL-1 PECy7/ anti-

CD19 PERCP/ anti-CD38APC, y para el control de fluorescencia menos uno (FMO o 

fluorescenceminusone): anti-CD24FITC/anti-CD19PerCP/anti-CD38APC. Para la 

determinación de subpoblaciones de LiT; anti-CD3 FITC/anti-CD8 PE/ anti-CD45 PerCP/ 

anti-CD4 APC. El citómetro de flujo utilizado fue Attune® NxT de Invitrogen™ y el análisis de 

los datos de citometría se realizó utilizando el programa FlowJoX. 

Los valores de CV de los pacientes se obtuvieron de los resultados proporcionados por el 

Área Biología Molecular del Laboratorio Central de la Provincia de Córdoba. Esta medición 

fue realizada por PCR en tiempo real, COBAS TaqMan VIH-1 V2.0, Roche. 

Como estrategia de análisis se identificaron los linfocitos de acuerdo a su posición en un 

gráfico de tamaño (forward scatter–FSC) versus granularidad (sidescatter–SSC), y por la 

expresión de CD19, los LiB totales. Se analizó la expresión de PD-L1en dicha población. Por 

otra parte, se analizaron las diferentes subpoblaciones de LiB siendo la de interés la 

población de LiBreg por la expresión de CD19+ CD24hi CD38+ (26, 27), en los que también 

se analizó la expresión de PD-L1.El control FMO se utilizó para interpretar correctamente los 

datos de citometría de flujo, el mismo contenía todos los fluorocromos excepto el de interés, 

en este caso PD-L1. Esto permitió fijar un marcador para determinar la expresión de PDL-1 

en la población estudiada (LiB totales y LiBreg) para el grupo control y los pacientes 

infectados (Figura I). 

https://www.thermofisher.com/ar/es/home/life-science/cell-analysis/flow-cytometry/flow-cytometers/attune-acoustic-focusing-flow-cytometer.html
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Figura I: Estrategia de análisis de citometría.  

 

Análisis estadístico.Para el análisis estadístico se utilizó el software InfoStat versión 

estudiantil. En primer lugar, se realizó un análisis descriptivo de los datos, luego para 

determinar si los datos presentaban una distribución gaussiana se aplicó el análisis 

estadístico de Shapiro Wilks. Para evaluar la diferencia de medias en aquellos datos que 

ajustaron a una distribución gaussiana se utilizó el test t-Student y para aquellos datos que 

no cumplían con dicha distribución se aplicó la prueba estadística U-Mann Whitney. Para 

realizar el análisis de correlación se utilizó el test de Spearman. Se consideró 

estadísticamente significativa unap <0,05 (95% de confianza). 

Cabe destacar que al tratarse de un estudio observacional y debido a los recursos limitados 

es que en función de ello se acotó el número de controles y muestras de pacientes, aun así, 
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y luego de realizar los cálculos de potencia de los test empleados, los datos describen 

correctamente lo observado y permite sacar conclusiones válidas estadísticamente. 

 

Consideraciones Éticas. El protocolo de trabajo fue evaluado y aprobado por el Comité de 

Capacitación, Docenciae Investigacióndel NHSAP y por el Comité de Ética de la Universidad 

Nacional de Río Cuarto y registrado en el Registro Provincial de Investigaciones en Salud 

(RePIS). 

 

RESULTADOS 

Análisis descriptivo de las variables: Las características de los sujetos estudiados y el 

análisis descriptivo de las variables en estudio se muestran en la Tabla 1. 

 

Tabla 1: Características de los grupos en estudio 

 

Niveles de LiBreg y expresión de PD-L1: Se evaluaron los niveles de LiBreg, la expresión 

de PD-L1 en LiB totales y la expresión de PD-L1 en esta subpoblación en ambos grupos 

(controles y pacientes infectados con el VIH). 

Para comparar la diferencia de medias entre grupos com respecto a %LiBreg, se aplico El 

test t-Student. Esta diferencia resulto estadísticamente significativa (p=0,005) (Figura IIA). 

Para la comparación Del comportamiento de PD-L1(LiBtotales) y PD-L1(LiBreg) entre los 

diferentes grupos, se utilizo La prueba de Man-Whitney. Se encontraron diferencias 

estadísticamente significativas (p=0,015) para la distribución de PD-L1 (LiBtotales) em los 

grupos control e infectados (Figura IIB), mientras que La variable PD-L1 (LiBreg) no 

presentó diferencias significativas (p=0,065) (Figura IIC). 
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Figura II:Niveles de LiBreg y expresión de PD-L1 en LiB totales y en LiBreg por citometría 

de flujo. 

 

 

Análisis de correlación en los pacientesinfectados: Para el análisis de correlación se 

utilizó la prueba correlación de rangos de Spearman.  Se obtuvo una tendencia, que no 

alcanzó a ser estadísticamente significativa (p=0,07) de asociación entre niveles de LiBreg y 

CV (Figura IIIA), mientras que no se identificó correlación entre LiTCD4+ y LiBreg (p=0,44) 

(Figura IIIB).  
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Figura III: Correlación entre la CV / LiTCD4+ y LiBreg en pacientes infectados 

 

 

DISCUSION 

Los LiBreg son importantes células inmunomoduladoras de la respuesta inmune durante la 

infección por el VIH. Pudo observarse en los resultados, que existe una diferencia 

estadísticamente significativa en el porcentaje de LiBreg entre los grupos, siendo mayor en 

los pacientes infectados. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en otras 

investigaciones.  

Liu y col. reportaron que los LiB productores de IL-10 están elevados en pacientes con 

infección reciente y crónica, y que existe una correlación positiva entre la frecuencia de LiB 

productores de IL-10 y la CV del paciente infectado y una correlación inversa con la 

proliferación de LiT específicos para VIH en etapas tempranas de la infección, favoreciendo 

la replicación viral, el establecimiento de la infección crónica y la progresión de la 

enfermedad (4). Jiao y col. identificaron una correlación positiva entre LiBreg y la carga viral 

y una correlación negativa entre LiBreg y el nivel de LiTCD4+ (28). Sin embargo, los 

resultados de esta investigación mostraron una tendencia, que no alcanzó a ser significativa 

(p=0,07), de correlación entre niveles de LiBreg y CV. Probablemente esto se deba a que no 

puede establecerse con certeza en qué etapa de la infección se encuentran los pacientes en 

estudio y esto influya en el análisis posterior. Una hipótesis alternativa, considerando la 

tendencia a una correlación positiva entre las variables de LiBreg y CV, es que el tamaño de 

la muestra estudiada no alcance a evidenciar posibles diferencias estadísticas. En este 

contexto, se propone continuar con el trabajo incrementando el tamaño muestral e 

incorporando nuevas variables de análisis como el recuento de LiT CD8+ activados. 
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Se ha observado que la expresión del PD-1 en los LiT específicos para el VIH es alta. Sin 

embargo, pocos trabajos se han encargado del estudio de PD-L1 expresado en los LiBreg. 

En este trabajo al evaluarse la expresión de PD-L1 en los LiB totales se observaron 

diferencias estadísticamente significativas entre los controles y los pacientes, pero no se 

observó esta diferencia cuando se evaluó la expresión de PD-L1 en los LiBreg. Los 

pacientes infectados mostraron una expresión mayor de PD-L1 (LiBtotales), lo cual permite 

inferir que durante la infección por VIH este ligando juega un rol importante. Este trabajo no 

puede establecer si lo hacen específicamente la población de LiBreg, sin embargo, otros 

estudioshan demostrado que, durante la infección por VIH, la alteración de la respuesta 

efectora de células T está mediada por los LiBreg a través de la producción de IL-10 y PD-

L1 (9,19,29). En este sentido, cabe destacar que debido aque no existen marcadores 

específicos para LiBreg, la definición fenotípica CD19 CD24 CD38 utilizada en este trabajo 

(25,26), si bien se sustenta en la literatura actual, puede excluir otras LiB con funciones 

regulatorias mediadas por la expresión de PD-L1. 

La función regulatoria de los LiBregen la infección por VIH no ha sido completamente 

dilucidada. Por un lado, es posible que tenga un efecto negativo en la respuesta inmune 

antiviral, favoreciendo la replicación viral, el agotamiento de los LiT y la progresión de la 

enfermedad (19,28) y, por otro lado, es posible que estos linfocitos sean necesarios para 

regular la hiperactivación del sistema inmune. Por lo que, comprender el rol de los LiBreg 

relacionados a la inmunopatogenia del paciente infectado por VIH aportaría conocimientos 

para el desarrollo de nuevos parámetros, como los niveles de LiBreg, que podrían ser 

utilizados en el seguimiento del paciente y mejorar asíla toma de decisiones terapéuticas. 

Para ello, a futuro, deberían realizarse estudios para establecer cómo se modifican los 

niveles de LiBreg y la expresión de PD-L1luego de ser tratados los pacientes con la TARV. 
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