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RESUMEN 

La enfermedad por coronavirus de 2019 (COVID-19) es un proceso infeccioso de 

etiología viral que se convirtió en un problema mundial de salud pública afectando a 

millones de personas. En su forma más grave, presenta daño al tejido pulmonar 

provocando un cuadro severo de hipoxia y una respuesta inflamatoria deletérea. Las 

células B son un componente importante del sistema inmune, su principal función es 

diferenciarse a células plasmáticas para la producción de anticuerpos neutralizantes. 

Independiente de la producción de anticuerpos contra SARS-CoV-2, su papel biológico 

en la enfermedad aún no se comprende del todo. Por esta razón decidimos analizar 

subpoblaciones de células B circulantes de sangre periférica a través de citometría de 

flujo multiparamétrica en pacientes con COVID-19 y su posible relación con la severidad 

de la enfermedad y sus características. Categorizamos a los pacientes en casos 

leve/moderados, graves y críticos, y comparamos con un grupo control (individuos 

sanos). Encontramos una expansión notable del compartimento transicional en casos 

con enfermedad leve/moderada, en contraste con el compartimento de memoria que 

disminuyó en los pacientes más graves, mientras que los plasmablastos incrementaron. 

Por otro lado, la subpoblación DN1 disminuyó en los pacientes más graves, en contraste 

la subpoblación DN3 aumentó en estos mismos pacientes en relación con los casos 

leves/moderados y los controles. Estos cambios en las subpoblaciones definieron 

grupos asociados a la severidad de la enfermedad. Además, el compartimento total de 

células DN, naïve y células B con cambio de isotipo (CD27+IgD-) presentan una 

disminución de la expresión de CXCR5; quimiorreceptor importante en la activación 

folicular. Mientras que el compartimento total de células DN y memoria presenta un 

incremento en la expresión de T-bet; factor de transcripción asociado a la respuesta en 

modelos infecciosos virales. Interesantemente, los números de la subpoblación DN3 se 

asociaron con un ambiente proinflamatorio e hipóxico, en contraste con las células DN1 

que se asocian a un cuadro clínico de menor severidad. En conclusión, la severidad de 

la enfermedad es seguida por cambios en las subpoblaciones de células B, tanto en 

células inmaduras o diferenciadas. Además, la existencia de correlaciones entre las 

subpoblaciones de células B y parámetros biológicos, propone a estos linfocitos como 

potenciales biomarcadores y componentes activos en la patología de la enfermedad.  
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Abstract 

The Coronavirus disease 2019 (COVID-19), is an infectious process of viral etiology and 

represents a public health problem worldwide, affecting millions of people. In most 

cases, its clinic form is innocuous, however some patients can develop damage in the 

lung tissue, causing a severe hypoxic condition and a deleterious inflammatory 

response. B cells are an important component of the immune system, their main function 

is to differentiate into plasma cells to produce neutralizing antibodies. Beyond the 

specific production of antibodies against SARS-CoV-2, its biological role in the disease 

is still not fully understood. For this reason, we decided to analyze subpopulations of B 

cells in peripheral blood through multiparametric flow cytometry COVID-19 patients and 

the possible relationship with COVID-19 severity and its features. We categorized the 

patients into mild/moderate, severe, and critical cases, comparing them against the 

control group (healthy individuals). We found a remarkable expansion of the transitional 

compartment in cases with mild/moderate disease. Regarding the memory 

compartment, it was impaired in the patients with severe or critical illness while 

plasmablasts were increased. On the other hand, the DN1 subpopulation decreased in 

the most severe/critical patients, in contrast the DN3 subpopulation increased in these 

same patients in relation to mild/moderate cases and controls. These changes in the 

subpopulations defined groups associated with the severity of the disease. In addition, 

the total compartment of DN cells, naïve, and switched memory B cells (CD27+IgD-) 

showed low expression of the chemoreceptor CXCR5 important for follicular activation. 

While the total compartment of DN and memory cells presents increased T-bet 

expression, a transcription factor associated with the immune response in viral infectious 

models. Respiratory parameters, inflammation markers, and clinical scores exhibited 

significant correlations with several subpopulations. Interestingly, the numbers of the 

DN3 subpopulation were associated with a proinflammatory and hypoxic environment, 

in contrast to DN1 cell numbers, which were associated with the less severe clinical 

form. In conclusion, disease severity is followed by changes in B cell subpopulations, 

both immature and effector cells. In sum the correlation between B cell subpopulations 

and biological parameters, suggested these lymphocyte subpopulations as potential 

biomarkers and active components in the pathology of the disease. 
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1.1 COVID-19 

1.1.1 SARS-CoV-2 

La familia de los coronavirus particularmente los géneros alfacoronavirus y 

betacoronavirus causan infecciones en el tracto gastrointestinal y respiratorio, en 

animales y humanos [1,2]. Anteriormente, no fueron considerados agentes patogénicos 

importantes hasta el brote por el coronavirus del síndrome respiratorio agudo severo 

(SARS-CoV) en el 2002-2003, en la región de Guangdong, China. 10 años más tarde, 

otro agente viral de la misma familia emergió en algunos países del medio oriente, el 

coronavirus del síndrome respiratorio del medio oriente (MERS-CoV). Ambos brotes 

fueron problemas de salud públicos importantes, debido a su transmisibilidad y 

patogenicidad en el ser humano [1,2].  

 

A finales del año 2019 se detectó un nuevo miembro, el SARS-CoV-2 en la región de 

Wuhan, China [3]. Como nuevo miembro de los betacoronavirus, el SARS-CoV-2 

comparte el 79% de su secuencia con el SARS-CoV y el 50% con el MERS-CoV. 

Estructuralmente se caracteriza por ser un virus envuelto por una membrana lipídica en 

forma de corona, de ácido ribonucleico (ARN) de cadena sencilla en sentido positivo 

como material genético [1]. Posee 4 proteínas estructurales la proteína espiga, proteína 

de membrana, proteína de nucleocápside y la proteína de envoltura; además codifica 

diferentes proteínas no estructurales y accesorias (Fig. I) [4]. La proteína espiga está 

compuesta de 2 subunidades, S1 y S2. La subunidad S1 posee el dominio de unión a 

receptor (por sus siglas en inglés RBD) que reconoce e interactúa con la proteína del 

hospedero, la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2); mientras que la 

subunidad S2 media la fusión de la membrana viral con la célula del hospedero [4,5].  
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Figura I. Estructura del SARS-CoV-2. El virión del SARS-CoV-2 posee una arquitectura con las 
siguientes proteínas: proteína espiga (S), proteína de nucleocápside (N), proteína de membrana (M) y 
proteína de envoltura [5]. 

La enfermedad producida por este agente viral se ha denominado enfermedad por 

coronavirus de 2019 (COVID-19) [1-5]. 

1.1.2 Mecanismos de evasión del SARS-CoV-2 

Similar a otros coronavirus, el SARS-CoV-2 requiere un procesamiento proteolítico de 

la proteína espiga para activar la vía endocítica. Se ha descrito que las proteasas del 

huésped participan en la escisión de la proteína S y activan la vía de entrada, incluyen 

a la serina-proteasa transmembrana de tipo 2 (TMPRSS2), la catepsina L y la furina [4-

6]. Las primeras células blanco por el SARS-CoV-2, acorde a una primoinfección en 

humanos son las células multiciliadas de la nasofaringe o tráquea, o las células 

sustentaculares del epitelio olfativo. Posterior a su entrada, el genoma viral es liberado 

en el citosol, donde comienza la traducción de los marcos de lectura ORF1a y ORF1b 

produciendo dos poliproteínas, pp1a y pp1b, respectivamente. Las poliproteínas son 

escindidas por una proteasa codificada por el virus. La replicación comienza en 

vesículas de doble membrana generadas por el virus, provenientes del retículo 

endoplásmico [4-6]. El genoma en sentido positivo funciona como molde para un ARN 

de sentido negativo completo y ARN subgenómico. Este último da origen a las proteínas 

estructurales y accesorias que se acoplan en el compartimento intermedio del retículo 

endoplásmico para ensamblar el virión. Finalmente, los ARN de sentido positivo 

subsecuentes se acoplan a los viriones de novo, para emerger de la membrana 

plasmática [4-6]. 

Proteína Espiga (S) 

Proteína de Nucleocápside (N) 

Genoma viral RNA 

Proteína de Membrana (M) 

Proteína de Envoltura (E) 
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Todos los virus dependen de la fuente de energía de las células del hospedero, materias 

primas y acceso a complejos proteicos. Para poder completar un ciclo viral efectivo, es 

necesario que el virus antagonice o bloquee diferentes mecanismos de defensa del 

huésped. Los coronavirus (CoVs) han desarrollado múltiples mecanismos para 

antagonizar los diferentes componentes de las vías de PRR-IFN para subsistir en la 

célula del hospedero. Específicamente pueden evitar el reconocimiento inmune por: (1) 

la formación de vesículas de doble membrana (DMV) que esconden el material viral de 

los receptores de reconocimiento de patrones (PRR); y (2) antagonizar directamente 

las moléculas de la señalización de la respuesta inmune a través de las proteínas virales 

[1,5,6]. Se han identificado diferentes proteínas del virus SARS-CoV-2 para bloquear la 

respuesta antiviral del huésped mediante los mecanismos previamente mencionados. 

Respecto al bloqueo de los receptores de reconocimiento de patrones del huésped, la 

proteína Nsp1 previene la fosforilación de IRF3, posiblemente apagando la traducción 

de proteínas, esto agota los factores celulares requeridos para la cascada de 

señalización del receptor de reconocimiento [5,6]. También Nsp5 tiene la capacidad de 

bloquear el reconocimiento por diferentes mecanismos como inhibir la formación de 

gránulos de estrés, escindiendo el dominio N-terminal de RIG-I o prevenir su interacción 

con la señalización mitocondrial antiviral [5,6]. Otra proteína que evita el reconocimiento 

es la proteína Nsp6 a través de su interacción con TBK1, previniendo su activación. 

Además de las proteínas no estructurales, la proteína S participa en la evasión de la 

respuesta del huésped, promoviendo la degradación por el proteasoma de IRF3 [5,6]. 

Por otro lado, referente al bloqueo de la vía de señalización de interferón (IFN), se ha 

descrito que la proteína Nsp1 puede antagonizar la vía, depletando las proteínas TYK2 

y STAT2. Asimismo, la proteína Nsp6 contribuye al bloquear la fosforilación de STAT1 

y STAT2. De igual forma la proteína Nsp13 puede bloquear la fosforilación de las 

proteínas previamente mencionadas, y además reduce los niveles endógenos de la 

cadena alfa del receptor de IFN [5,6].  

Además de los mecanismos descritos, existen otros en estudio. De este modo, 

evadiendo sensores de reconocimiento y bloqueando vías de respuesta antiviral, el 

SARS-CoV-2 logra tener una replicación viral productiva, transmitirse y desarrollar un 

daño severo en el huésped.   



5 
 

1.1.3 Clínica de la COVID-19 

El SARS-CoV-2 se transmite por gotas de flügge o aerosoles a través de las vías 

respiratorias superiores, con un tiempo medio de incubación de 4-5 días antes del inicio 

de los síntomas. Aunque en algunos casos el proceso infeccioso suele ser asintomático, 

la mayoría de los individuos desarrollan síntomas respiratorios asociados a un resfriado 

común, no obstante, una parte de ellos puede progresar a un distrés respiratorio agudo, 

neumonía, falla orgánica múltiple y la muerte [4,6,7].  

El diagnóstico confirmatorio es detectando el material viral a través de RT-PCR, la 

muestra puede ser de un hisopado nasofaríngeo. No obstante, existe otra herramienta 

diagnóstica que puede corroborar la infección: la detección de antígenos (proteínas) 

virales; una de las ventajas es el tiempo para conocer el resultado, sin embargo, no 

posee la misma sensibilidad y especificidad que la prueba de RT-PCR [4-6]. Adicional a 

estas pruebas diagnósticas, existen otras herramientas que nos ayudan a orientar la 

terapéutica que se emplea y en algunos casos pronosticar la severidad de la 

enfermedad. Comenzando por los estudios de imagen, la tomografía axial 

computarizada y la radiografía de tórax son utilizadas para observar alteraciones en el 

parénquima pulmonar, usualmente el proceso neumónico presenta daño bilateral y se 

observan opacidades en ambos pulmones [4-6].  

Otras herramientas importantes son los análisis de laboratorio clínico. Dentro de ellos 

destacan el conteo total de linfocitos, que en la mayoría de los pacientes que mostraron 

un decremento de este compartimento celular desarrollaron una enfermedad grave. Un 

elevado cociente Neutrófilos/Linfocitos fue asociado a pacientes que tienen mayor 

susceptibilidad a presentar un cuadro grave [6,8,9]. La proteína C reactiva también ha 

sido propuesta como un marcador de progresión de la enfermedad. Adicionalmente, el 

dímero-D (producto de la degradación de la fibrina) es un factor para evaluar trastornos 

de la coagulación, ha sido encontrado elevado en pacientes que presentaron 

coagulación intravascular diseminada [6,8,9].  

En cuanto a la clínica, los síntomas más comunes son tos seca, fiebre, cefalea, mialgia 

y diarrea. Además, los pacientes pueden desarrollar disminución en el sentido del olfato 
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y el gusto (hiposmia e hipogeusia, respectivamente). Usualmente los pacientes que 

desarrollan una enfermedad más grave, ocurren posterior a 1 semana de iniciados los 

síntomas. El síntoma cardinal de la enfermedad grave es la disnea (dificultad para 

respirar), uno de los datos principales de la hipoxia [5,6].  

 

1.2 Respuesta inmune contra el SARS-CoV-2 

1.2.1 Respuesta inmune innata 

Fisiológicamente hablando, una respuesta inmune certera se caracteriza por neutralizar 

y eliminar un patógeno sin perjudicar el tejido del huésped. Una respuesta inmune 

antiviral tiene componentes celulares y solubles que actúan como mecanismo de 

defensa. En primer lugar, la respuesta inmune innata es la primera línea de defensa 

contra el SARS-CoV-2. Después de invadir las células del huésped, los patrones 

moleculares asociados a patógenos (PAMP) y los patrones moleculares asociados a 

daño (DAMP) que representan pequeños motivos moleculares virales, son reconocidos 

por receptores tipo Toll (TLR) o PRR [10]. Esto activa vías de señalización intracelular, 

como: los factores reguladores de interferón (IRF) y el factor nuclear kappa B (NF-κB), 

con el fin de producir citocinas proinflamatorias e interferones tipo I (IFN-I) [11-12]. 

Comúnmente, el IFN en las células infectadas induce apoptosis y limita la replicación 

viral para proteger a las células no infectadas y limitar la propagación viral. Sin embargo, 

el SARS-CoV-2, como lo comentamos anteriormente posee mecanismos de defensa 

para suprimir la producción de IFN-I [5,6]. Esto retrasa la respuesta antiviral promoviendo 

su propagación y la progresión de la enfermedad [8,13]. Otro mecanismo es el sistema 

del complemento, un sistema de vigilancia soluble que une las respuestas inmunitarias 

innatas y adaptativas [14]. No obstante, en pacientes con COVID-19, se ha descrito que 

una activación deletérea, se asocia con trastornos de la coagulación, disfunción de las 

células endoteliales y un proceso inflamatorio crónico [15].  

Por otra parte, el reconocimiento de partículas virales por parte de las células 

inmunitarias residentes en los tejidos da como resultado una respuesta local que 

conlleva al reclutamiento de más células inmunitarias innatas con la intención de 
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eliminar la amenaza. El control de la infección en el tracto respiratorio superior (el 

principal punto de entrada del SARS-CoV-2), la dirección del aclaramiento viral y la 

consiguiente resolución de la respuesta inmunitaria activa es un factor clave para la 

evitar la propagación viral al pulmón y subsecuentemente el daño pulmonar. Los 

pacientes con COVID-19, en general, muestran un flujo esperado de células inmunes 

innatas, particularmente neutrófilos y monocitos en la mucosa nasofaríngea en 

respuesta a la secreción de quimiocinas producidas por las células epiteliales 

infectadas (por ejemplo, CXCL1, CXCL3, CXCL6, CXCL15, CXCL16 y CXCL17) [7,8,16]. 

1.2.2 Respuesta inmune adaptativa 

La respuesta adaptativa es la segunda línea de defensa para la eliminación del SARS-

CoV-2 a través de la destrucción de las células infectadas y la producción de 

anticuerpos neutralizantes específicos contra el virus por parte de las células T y B 

activadas, respectivamente. Sin embargo, se ha reportado linfopenia en pacientes 

críticos con COVID-19 principalmente en los compartimentos T CD4+ y las células T 

CD8+ [17]. Varios procesos han sido asociados a este fenómeno causado por COVID-

19, como la piroptosis inducida por citocinas y apoptosis de los linfocitos, daños 

estructurales en órganos linfáticos, el secuestro de linfocitos en los pulmones u otros 

órganos, y la hematopoyesis reducida en la médula ósea, entre otros [9, 17,18].  

Respecto al compartimento de células T, se ha observado un infiltrado de células T 

CD8+ en el tejido infectado, considerando estas células como uno de los componentes 

claves [19]. Sin embargo, en un punto del desarrollo de la infección, las células infiltradas 

presentan un fenotipo exhausto y a su vez, en pacientes con enfermedad grave o crítica 

presentan un decremento en periferia de este compartimento [20]. Además, la 

sobreactivación de las células T CD8+ induce respuestas de citotoxicidad deletéreas, lo 

que provoca daño tisular [21]. 

Por otro lado, un fenómeno importante es la reducción de este último compartimento. 

Se ha reportado que el SARS-CoV-2 puede interaccionar a través de la proteína S con 

las moléculas de superficie CD147 o CD26 en las células T y así afectar sus 

proporciones [22]. Otro mecanismo puede deberse a la secreción de citocinas como IFN-
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α e IFN-β secretadas por macrófagos, que pueden causar inducir apoptosis en las 

células T [23]. Adicionalmente, las células T reguladoras (Treg), que desempeñan un 

papel fundamental en regular la respuesta inmune, también presentan alteraciones en 

pacientes con COVID-19 [24,25]. Respecto a las células T cooperadoras (Th1 y Th17) se 

ha documento una sobreactivación que promueve la activación de células B para la 

producción de anticuerpos contra el SARS-CoV-2 [26,27]. También se ha reportado la 

existencia de células T CD4+ de memoria, posterior a estimularlas, activan a las células 

B y otras células del sistema inmune mediante de la producción de citocinas, mientras 

que las células T citotóxicas de memoria contribuyen a la destrucción de las células 

huésped infectadas durante la infección posterior por COVID-19 [16, 24, 28].  

Finalmente, se sabe que al finalizar la infección primaria por SARS-CoV-2, la respuesta 

humoral está activa mediante la estimulación de las células cooperadoras T CD4+ o la 

interacción directa con el virus. Se ha encontrado que la respuesta humoral contra el 

SARS-CoV-2 es similar a la de otras infecciones por coronavirus, lo que implica la 

producción característica de IgG e IgM. Al inicio de la infección por SARS-CoV, las 

células B provocan una respuesta temprana contra la proteína N, mientras que los 

anticuerpos contra la proteína S pueden detectarse después de 4 a 8 días desde la 

aparición de los síntomas iniciales [29,30]. Se ha descrito que los anticuerpos secretados 

por las células plasmáticas pueden contribuir a la eliminación de las células infectadas 

al unirse a los antígenos virales y conducir a la citotoxicidad dependiente de anticuerpos 

por las células asesinas naturales (NK) [31]. Aunque los anticuerpos son componentes 

vitales en la eliminación de virus, se ha descrito que algunos anticuerpos pueden 

promover la entrada de las partículas virales en un fenómeno llamado ADE (Antibody-

Dependent Enhancement) [32]. 

Como se mencionó, la respuesta inmune de los sitios blancos de entrada es importante 

para prevenir el progreso de la enfermedad. En este contexto, la inmunoglobulina A 

secretora (IgA) protege la mucosa del tracto respiratorio contra el SARS-CoV-2, y se 

considera la inmunoglobulina clave para neutralizar la entrada del SARS-CoV-2. En 

pacientes con COVID-19, la IgA se libera antes que otras inmunoglobulinas, permanece 

más tiempo que la IgM y estimula la producción de citocinas proinflamatorias como la 
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proteína quimioatrayente de monocitos (MCP) y la interleucina-6 (IL-6) [33, 34]. A razón 

con la temporalidad, se reportó que la IgA anti-SARS-CoV-2 presente en la saliva de 

los pacientes puede permanecer durante tres meses después de la aparición de los 

síntomas [35].  Interesantemente, los títulos elevados de IgG e IgA están asociados con 

casos graves, cuestionando la capacidad para neutralizar las partículas virales [36].  

La presencia de las células B así como el título de anticuerpos se ha relacionado con 

promover la expresión varias citocinas como IL-2, IL-6, MCP, factor de necrosis tumoral 

alfa (TNF-α), factor estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos (GM-CSF) en 

pacientes con SARS-CoV-2 [37,38]. A pesar de que se ha documentado la respuesta de 

las células B asociada con la producción de anticuerpos neutralizantes contra SARS-

CoV-2, aún se desconoce los cambios en los diferentes compartimentos de las células 

B debido al entorno inflamatorio, así como la vía de activación y los mecanismos 

moleculares subyacentes en los pacientes con COVID-19. 

 

1.3 Células B 

1.3.1 Ontogenia y activación de las células B 

Las células B o linfocitos B representan un compartimento celular que a través del 

microscopio se observa como células monótonas y simples, pero posee un desarrollo 

complejo y múltiples funciones para proteger al organismo. Este compartimento celular 

requiere de una serie de estadios celulares para poder efectuar su función y generar 

memoria (Fig. II). Posterior a un primer encuentro contra un antígeno, tiene la capacidad 

de generar células B de memoria y células plasmáticas, estás últimas son productoras 

de anticuerpos (inmunoglobulinas) contra diferentes epítopos de un antígeno que 

ayudan a neutralizar la amenaza.  
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Figura II. Desarrollo de células B en la periferia. Las células B inmaduras que poseen un BCR funcional 
emigran de médula ósea, en periferia se denominan células B transicionales. Después de una serie de 
check-points para eliminar células autorreactivas y entrar a circulación, estás células se convierten en 
células B naïve, las cuales recirculan en vasos sanguíneos y linfáticos para encontrar su antígeno. Una 
vez que entran en contacto con su antígeno, comienza su fase de activación para diferenciarse hacia 
células B de memoria y células secretoras de anticuerpos. Imagen elaborada en © 2023 BioRender. 

 

 El primer paso del desarrollo de las células B, comienza en la médula ósea, donde 

realizan un proceso de maduración para generar un receptor antigénico funcional 

(receptor de célula B – BCR). En este nicho están involucradas las células estromales 

que a partir de citocinas y un contacto directo, promueven la maduración de este linaje. 

El primer estadio de este linaje es el progenitor de células B (pro-B), esta fase se 

caracteriza por iniciar las primeras uniones de los arreglos DHJH en el locus de la cadena 

pesada de la inmunoglobulina (IGH). Posteriormente, la siguiente fase se denomina 

precursor de células B (pre-B), que se caracteriza por presentar un rearreglo completo 

V(D)J en el locus de la IGH y subsecuentemente un pre-BCR [39,40]. Este receptor 

provisional es expresado transitoriamente en la membrana para probar su funcionalidad 

de la combinación VHDHJH. Solamente los precursores que presentan un BCR con sus 

cadenas H y L completamente funcionales, pueden sobrevivir y egresar como células 

B inmaduras [39,40]. Para poder emigrar de la médula ósea expresan nuevas moléculas 

de adhesión y receptores de búsqueda para viajar a través del torrente sanguíneo o 

vasos linfáticos y llegar a tejido linfoide secundario para terminar su maduración y 

diferenciación [39,40]. En este estadio se identifican como células B transicionales, estas 

células migran hacia el bazo para seguir madurando, donde a través de una producción 

local de la citocina BAFF (factor activador de las células B), esencial para su transición 

y sobrevivencia. Existen dos ejes para su maduración, uno de ellos es recircular por el 

sistema linfoide, para convertirse en células B foliculares. Por otra parte, otras células 

se mueven de la pulpa roja del bazo hacia la zona marginal, y se convierten en células 

B de zona marginal [41,42]. Al establecerse en los folículos linfoides o en la zona marginal 

del bazo, se les denomina células B naïve. Este estadio de células B puede activarse 

de 2 formas. La primera es independiente de la cooperación con células T. Esta forma 

promueve relativamente una respuesta rápida frente a los invasores. Usualmente las 

células B de zona marginal del bazo responden de esta forma a la mayoría de los 
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antígenos. Sin embargo, no realizan cambios de isotipo o hipermutación somática, por 

lo tanto, producen en su mayoría IgM con una diversidad limitada [39,41]. Por otro lado, 

la segunda forma requiere la cooperación de las células T. Para iniciar su activación y 

diferenciación es importante que las células B naïve reconozcan su antígeno a través 

del BCR, establezcan una sinapsis inmunológica con una célula T cooperadora CD4+ y 

sus receptores de membrana interaccionen con las citocinas del medio. En busca de 

tener su primer encuentro con el antígeno las células B viajan hacia los folículos del 

nódulo linfático por un gradiente de CXCL13 [43]. Ahí, posterior al reconocimiento a 

través del BCR, estimulan y preservan la expresión de CD40. Mientras que algunas 

células presentadoras de antígeno (CPAs) que han fagocitado y procesado el antígeno, 

lo presentan mediante moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) a 

linfocitos T cooperadores naïve para promover su proliferación y la expresión de CD40L 

[44]. Adicional a estos estímulos, diversas citocinas como IL-4, IL-2, IL-5, IL-10, IFNs y 

TGF-β promueven su proliferación y su diferenciación hacia células plasmáticas y 

células B de memoria [44].   

Reacción de centro germinal 

La reacción de centro germinal (CG) es un fenómeno biológico que se caracteriza por 

ser un proceso selectivo. El microambiente de este nicho se caracteriza por una 

competencia a muerte entre las células B para utilizar los escasos recursos del medio, 

con el fin de prevalecer en la posteridad a través de rondas de división celular, mutación 

somática y selección. En efecto, las células B que sobreviven se caracterizan por ser 

altamente eficientes en subsecuentes encuentros a través de su alta afinidad en el BCR. 

Previo a la lucha por sobrevivir, las células B deben tener una interacción exitosa con 

las células T, posteriormente regulan a la baja la presencia de EBI2 (receptor acoplado 

a proteínas G inducido por el virus de Epstein-Barr 2) para poder acceder a la reacción 

de CG [45]. El proceso incluye diferentes estructuras anatómicas dentro del CG: la zona 

oscura (ZO) es donde las células B llevan a cabo la expansión clonal y la hipermutación 

somática, después se trasladan a la zona clara (ZC) donde interaccionan con las células 

dendríticas foliculares y células T foliculares, para evaluar su afinidad [46,47]. Los factores 

que se han estudiado a lo largo de los años y que están implicados en la reacción de 
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CG son: la señalización del BCR, los mediadores solubles presentes (citocinas y 

quimiocinas), la interacción con las células dendríticas foliculares y las células T 

CXCR5+BCL6+PD-1+; estas últimas claves en diferentes fases de la reacción de CG 

mediante la secreción de citocinas y envío de señales de supervivencia. La interacción 

con estas células se da mediante moléculas coestimuladoras como CD40 e ICOS, 

mediadores solubles como BAFF, y citocinas de soporte como IL-4 e IL-21 [48]. 

Dependiendo de la afinidad mostrada, las células B pueden circular entre las dos zonas 

mediante un gradiente de citocinas y quimiocinas. La proteína encargada de generar 

diversidad es la desaminasa de citosina inducida por activación (AID) que se expresa 

altamente en células B naïve activadas que se encuentran en la ZO; así, la diversidad 

es generada por la acumulación de mutaciones en el BCR y la tendencia a errores 

[47].En caso de que el BCR no sea funcional, las células B de CG pueden regresar a la 

ZO para más procesos de división/hipermutación, con el fin de egresar como células de 

memoria o células plasmáticas o en su defecto mueren por apoptosis [49]. 

Vía Extrafolicular (T-independiente) 

Independientemente de la reacción de CG, se han descrito otras formas para adquirir 

una respuesta humoral. Un factor importante implicado es el tipo de antígeno, se ha 

descrito que los polisacáridos pueden activar las células B para una robusta y rápida 

secreción de anticuerpos, incluso en ausencia de células T y fuera de los folículos [49].  

A esta vía se conoce como activación extrafolicular (EF). Acerca de esta vía, algunos 

trabajos han descrito deficiencias en el desarrollo de memoria, sin embargo, se ha 

reportado que es posible generar memoria a partir de antígenos T-independientes, 

como dextranos o lipopolisacáridos [50-52]. Esto se reportó en un modelo murino 

experimental con Streptococcus pneumoniae, en el cual identifican una subpoblación 

de células B de memoria T-independiente que se expande posterior a la inoculación, 

además de presentar una respuesta antígeno-específica dependiente de IgG [53]. Esto 

resulta un fenómeno interesante que no ha sido descrito a profundidad, ya que podría 

desempeñar un papel fundamental en la defensa contra patógenos.  

Vía extrafolicular (T-dependiente) 
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Por otro lado, se sabe que uno de los factores claves para determinar el desarrollo de 

una célula B es la sinapsis inmunológica con la célula T. Aunque en gran medida la 

respuesta de CG se debe a una cuestión de afinidad del BCR, ahora se ha descrito que 

la interacción con las células T y las vías de señalización de receptores innatos tienen 

un papel importante. Se ha reportado que la secreción de IL-21 en el borde de células 

T-B por una subpoblación temprana de células T foliculares BCL6+PD-1-, es esencial 

para el cambio de isotipo en el inicio de la respuesta EF en órganos linfoides 

secundarios (OLS) [54]. Hoy en día, también se ha descrito un fenotipo de células T 

cooperadoras periféricas como apoyo a la respuesta EF en tejido inflamado. En 

contraste con las células que ingresan al CG, las células B de la respuesta EF parece 

ser que mantienen su expresión de EBI2, además de expresar otros quimiorreceptores 

como CXCR4 y CXCR3. La expresión de estos quimiorreceptores evita el ingreso al 

folículo. En otros sitios anatómicos como el bazo, se ha descrito que las células 

dendríticas de la zona marginal brindan soporte a la respuesta EF T-dependiente al 

habilitar a las células B para la presentación antigénica [49]. Las células B activadas se 

diferencian en precursores de células plasmáticas para después convertirse en células 

secretoras de anticuerpos funcionales. 

Aunque las células plasmáticas derivadas de la vía EF se consideran de baja afinidad 

(por la ausencia de hipermutación somática y selección clonal) y vida corta, trabajos 

recientes muestran que, en modelos murinos y en algunos procesos infecciosos en 

humanos, se ha demostrado que son esenciales en el control temprano de la infección 

en orden de establecer una respuesta humoral tradicional [53,55]. Además, las 

características de esta respuesta EF pueden prevalecer como en el caso de lupus 

eritematoso generalizado (LEG) [49,53,56]. 

También, se ha descrito esta vía con diversos antígenos virales. Respecto a infecciones 

con retrovirus, la vía EF promueve una respuesta compleja con probable relación con 

la patogénesis de la enfermedad. En relación con ello, en un modelo de virus del tumor 

mamario de ratón, la adquisición temprana de antígenos por parte de las células B y la 

formación de plasmablastos vía EF son factores clave en la diseminación del retrovirus 

a través de tejidos linfoides y no linfoides, además, inician una respuesta deletérea anti-
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retroviral de las células B [57]. Por otro lado, se ha descrito que el herpesvirus humano 

8 (HHV-8), en coinfección con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), causa un 

trastorno linfoproliferativo llamado enfermedad de Castleman, caracterizado por una 

sobreproducción policlonal extrafolicular derivada de células B semejantes a 

plasmablastos [58]. Ciertamente ahora se conocen más detalles acerca de estas vías de 

activación (Fig. III), sugiriendo que independientemente de lo descrito en condiciones 

patológicas también podrían tener un papel protector en procesos infecciosos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura III. Vías de activación de las células B. Esquema de las 3 vías de activación y diferenciación 
efectora. Las características de la vía extrafolicular se ha descrito principalmente en modelos animales, 
ha sido poco determinada en humanos. La respuesta independiente de células T (izquierda/rosa) da 
como proceso el cambio directo de células B naïve a ASC en un periodo corto de tiempo. La respuesta 
dependiente de células T EF (centro/violeta), presenta un proceso más largo, mayor expansión clonal, 
cambio de isotipo y formación de memoria en su contraparte con la T-I.  La reacción de centro germinal 
(CG) (derecha/rojo), presenta, mayor afinidad, formación de memoria, desarrollo de células plasmáticas 
de larga vida, pero requiere mayor tiempo. Imagen obtenida de Scott A. J. et al., 2019 [49].  
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1.3.2 Funciones de células B 

Además de su principal función como mediador de la inmunidad humoral, se ha 

demostrado y descrito que las células B pueden efectuar otras funciones 

independientemente de la producción de anticuerpos. En primer lugar, mediante la 

estimulación del BCR, receptores tipo Toll (TLR) y/o CD40L, las subpoblaciones de 

células B en humano y ratón, son activadas y pueden secretar citocinas anti-

inflamatorias como IL-10, IL-35 y factor de crecimiento transformante beta (TGF-β), así 

como su contraparte, citocinas proinflamatorias como la IL-6 y el factor de necrosis 

tumoral alfa (TNFα) [58–62]. Como se ha documentado, estas citocinas, a su vez, ejercen 

un efecto en la respuesta de diversas células del sistema inmunológico, también 

participan directamente en el desarrollo y la supresión de procesos autoinmunes tanto 

en humanos como en modelos murinos [63-65]. Además, tras la activación vía BCR y la 

estimulación con IL-21, las células B pueden secretar la molécula citotóxica granzima 

B, que puede desempeñar un papel importante en las respuestas tempranas antivirales 

y en la regulación de procesos autoinmunes [66]. Las células B también tienen un 

impacto directo en la funcionalidad de las células T, a través de la sinapsis 

inmunológica, ya que pueden servir como células presentadoras de antígenos, por lo 

tanto, promueven la respuesta mediada por células T y proporcionan señales 

coestimuladoras a las células T [67-70]. Además, las células B humanas expresan 

receptores TLR, como TLR7 y TLR9, los cuales pueden reconocer material genómico 

viral. En las células B, el reconocimiento de ligandos por parte de los TLR promueve su 

activación, la presentación antigénica, la proliferación, el cambio de isotipo y su 

diferenciación a células secretoras de anticuerpos [71,72].  

 

1.4 Células B DN (CD27-IgD-) 

1.4.1 Origen y función de las células B DN 

Considerando que las células B son un componente esencial en el sistema 

inmunológico, desempeñando un papel crucial en la respuesta adaptativa por su 

capacidad para diferenciarse a células secretoras de anticuerpos brindando una 
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respuesta antígeno-especifica de larga duración. Adicionalmente posee habilidades 

compartidas con otros linajes células del sistema inmune como secretar citocinas y 

presentar antígenos. 

Sin embargo, independientemente de sus funciones protectoras, las células B pueden 

desempeñar un papel fisiopatológico. Por un lado, problemas en su desarrollo o 

activación merman su actividad o función generando trastornos de inmunodeficiencias. 

En contraparte, estas células pueden desempeñar un papel perjudicial en las 

enfermedades autoinmunes, produciendo autoanticuerpos y la secretando citocinas, 

estableciendo así microambiente proinflamatorio.  

En este contexto, un atípico compartimento de células B ha sido identificado, y se ha 

tratado de caracterizar a lo largo de los últimos 20 años. En primera instancia, al evaluar 

el efecto terapéutico del anticuerpo anti-CD40L en pacientes con nefropatía lúpica, se 

detectó una expansión en las células B CD27-IgD- denominadas dobles negativas (DN) 

[73-75]. A la par, en otro estudio realizado por Warnatz y colaboradores, analizando 

pacientes con inmunodeficiencia común variable (IDCV) y un grupo de pacientes LEG, 

encontraron un incremento en las células B CD21lo/- [73-75]. Así mismo, en pacientes con 

virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), presentaron una expansión de las células 

B CD21lo/- [73-75]. Igualmente, además de pacientes con VIH, infección por Plasmodium 

falciparum, infecciones por los virus de la hepatitis B y C, pacientes con tuberculosis 

han presentado alteraciones en las proporciones de células B circulantes T-bethiCD21lo 

[73-75]. 

Alrededor de una década y múltiples reportes en diferentes condiciones patológicas, 

procesos infecciosos y trastornos inmunológicos, se identificó su homólogo en el 

modelo murino; las células B CD21lo/- homologas fueron identificadas en un ratón 

femenino de edad avanzada y con predisposición a la autoinmunidad [76]. Entonces se 

denominaron age-associated B cells (ABCs) [73-76]. Independientemente del modelo, las 

células B CD21lo/- y las ABCs, presentaban un fenotipo similar incluido la baja expresión 

de CD21 y la presencia del factor de transcripción T-bet (regulador clave en las células 

Th1).   En el camino de caracterizar esta subpoblación, se han descrito diversos 

fenotipos que se traslapan entre sí. Esto ha sido complejo y confuso generando diversas 
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nomenclaturas como células B CD21lo/-, células B tissue-like de memoria FcRL4+, 

células B de memoria atípica CD21-CD27+, células B CD11c+T-bet+, células B DN2 IgD-

CD27-CXCR5-, entre otros. Sin embargo, algo que está claro es que existen diversos 

estadios acorde al isotipo del BCR y la expresión de CD27 [56,73-76]. 

Desde que se describieron las ABCs, se reportó que la estimulación con IFNγ y TLR, 

así como la señalización del BCR estaban implicados como factores clave para el 

desarrollo de esta subpoblación. Posteriormente, se ha reportado en este mismo 

proceso, la participación de las células T a través de IL-21 y CD40L, primero en ratón y 

después en humanos [73,74]. En LEG la señalización a través de TLRs es prominente, 

en contraparte, en un extenso número de pacientes con inmunodeficiencias primarias 

asociados a defectos monogénicos, la señalización con el receptor de IFNγ y la vía 

canónica de NF-kB son cruciales para la diferenciación de células B T-bethi CD21lo/- in 

vitro e in vivo [56,77]. Interesantemente, estas células se expanden en sitios con una alta 

incidencia de células T cooperadoras que se encuentran en periferia (Tph) [78,79]. Un 

aspecto interesante es que las células no requieren la presencia de T-bet para 

expandirse en el modelo murino, hecho que es semejante en un paciente deficiente de 

T-bet [80]. Lo que nos sugiere que no debemos descartar que pueden existir otros 

factores de transcripción cruciales en la configuración de las mismas a pesar de que T-

bet esté expresado en esta subpoblación. 

Respecto a su papel funcional, se ha descrito en cocultivos de células B CD11hi CD21lo 

con células T CD4+ activadas, las células B pueden diferenciarse a células plasmáticas. 

Adicionalmente, estas células secretoras de anticuerpos pueden producir cantidades 

de anticuerpos similar las células plasmáticas derivadas de células B de memoria 

CD27+ [56]. Interesantemente, el incremento del porcentaje de estas células presenta 

una correlación positiva con la presencia de células plasmáticas y con distintos 

autoanticuerpos IgG en LEG [56]. En el mismo sentido, en pacientes con IDCV, las 

células B CD21lo presentan el isotipo autorreactivo 9G4. Además, estas células se 

caracterizan por una expresión elevada de los quimiorreceptores CXCR3 y CXCR6, en 

lugar de los receptores homeostáticos CXCR5 y CCR7, lo que promueve su 

reclutamiento a los sitios de inflamación [81]. 
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 La incógnita prevalece respecto a sí estas células que se expanden en respuestas EF 

exageradas, como indican los reportes en LEG y otras enfermedades autoinmunes, son 

patogénicas en los trastornos en los que se les ha identificado o simplemente son 

consecuencia del estado inflamatorio deletéreo existente. Por otro lado, aunque se han 

descrito los estímulos responsables que promueven la diferenciación hacia el fenotipo 

descrito y su posible rol en un proceso autoinmune, otros aspectos de su biología aún 

siguen sin dilucidarse. 

 

1.5 Justificación 

Considerando los aspectos previamente descritos, evidencia que independientemente 

de la activación folicular (CG) y su diferenciación a células plasmáticas para la secreción 

de anticuerpos neutralizantes existen otros mecanismos de activación, funciones y 

poblaciones de las células B que aún no se comprenden del todo. Las cuales pueden 

participar de forma benéfica o deletérea en el proceso de una enfermedad.  

Por tal motivo, en el contexto de la enfermedad por coronavirus de 2019 (COVID-19) 

un proceso infeccioso emergente que representa un proceso heterogéneo en cuanto a 

la respuesta inmunológica. Surge la necesidad de determinar la respuesta de células B 

y el microambiente que las rodea, con el fin de resolver la incógnita acerca de sí las 

células B guían y/o promueven una respuesta inmune fisiológico o patológica, o 

simplemente son resultado del ambiente inflamatorio preexistente. Además, de 

comprender el ambiente que favorece la expansión o reducción de los diferentes 

compartimentos de las células B.   
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1.6 Hipótesis, objetivo general y objetivos particulares 

Hipótesis 

Los pacientes con COVID-19 presentan cambios en los diferentes compartimentos de 

células B de sangre periférica, los cuales definen grupos de pacientes que se asocian 

con el estado clínico de la enfermedad y correlacionan con parámetros biológicos.  

Objetivo general   

Determinar las subpoblaciones de células B presentes en sangre periférica de controles 

sanos y pacientes con COVID-19, para correlacionarlas con parámetros biológicos 

(variables clínicas y de laboratorio), y explorar su asociación con la severidad de la 

enfermedad.  

Objetivos particulares 

➢ Determinar y comparar las subpoblaciones de las células B de pacientes con 

COVID-19 así como de controles sanos a través de citometría de flujo 

multiparamétrica. 

➢ Evaluar la expresión de CXCR5 y T-bet en los diferentes compartimentos de 

células B y compararlos entre los diferentes grupos de estudio. 

➢ Explorar correlaciones entre los diferentes compartimentos de células B y los 

parámetros biológicos (variables clínicas y de laboratorio).   

➢ Evaluar el compartimento doble negativo y su asociación con a la clínica del 

COVID-19. 
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Capítulo 2. 

Materiales y métodos 
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Grupo de estudio 

Se reclutaron un total de 91 pacientes con COVID-19 y 15 donantes sanos mayores de 

18 años en un centro de tercer nivel de atención en la Ciudad de México, México 

(Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición Salvador Zubirán). Todos los 

pacientes con síntomas sugestivos de COVID-19 confirmados por una prueba de PCR 

positiva para SARS-CoV-2 a través de hisopado nasofaríngeo fueron invitados a ser 

participantes del proyecto. Al ingreso, se tomaron los signos vitales y las muestras 

sanguíneas para los parámetros de laboratorio y análisis celular. De igual forma la 

severidad de la enfermedad se categorizó al ingreso, de la siguiente forma: enfermedad 

leve/moderada, enfermedad grave y enfermedad crítica, las características evaluadas 

se muestran en la tabla 1 [82]. Además, se determinó la Puntuación Nacional de Alerta 

Temprana (NEWS) para cada paciente. 

Tabla 1. Criterios para categorizar la enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19). 

 

Se reclutaron como controles sanos a individuos ausentes de signos o síntomas de 

infección respiratoria y negativos a la prueba de PCR. Todos los individuos reclutados 

firmaron un consentimiento informado antes de la inclusión. Los Comités Institucionales 

de Ética e Investigación del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición Salvador 

Zubirán (México) aprobaron el estudio (Ref. 3341) en cumplimiento de la declaración 

de Helsinki. 

Enfermedad Leve/Moderada

Enfermedad Grave

Enfermedad Crítica

•Fiebre y signos agudos de
infección respiratoria.

•Con o sin imagen de TAC que
indique neumonía.

•Alguno de los siguientes signos:
Insuficiencia respiratoria, FR >
30 min, SpO2 < 92% en reposo,
PaO2/FiO2 < 300 mmHg.

•Alguno de los siguientes datos:
necesidad de ventilación
mecánica, choque o falla
orgánica concomitante.
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Se recolectaron datos demográficos y parámetros biológicos (Tablas complementarias 

1 y 4) incluyendo sexo, edad, días con los síntomas, síntomas (tos, cefalea, fiebre, 

disnea, artralgia, mialgia, odinofagia, congestión nasal/conjuntival, náuseas o vómitos, 

diarrea y fatiga), signos vitales como presión arterial media, frecuencia cardíaca, 

frecuencia respiratoria, saturación de oxígeno (SO2) y temperatura. Solo para 

pacientes, se tomaron exámenes de laboratorio de rutina, incluyendo hemograma 

completo, glucosa, nitrógeno ureico en sangre (BUN), creatinina (Cr), pruebas de 

función hepática, proteína C reactiva (PCR), lactato deshidrogenasa (LDH), creatina 

fosfocinasa (CPK), fibrinógeno, dímero-D, pruebas de coagulación y ferritina. Se 

documentaron el uso soporte respiratorio, las complicaciones (choque o infecciones 

secundarias) y los resultados. También se calcularon las siguientes puntuaciones de 

gravedad de la enfermedad para estos pacientes: qSOFA (evaluación rápida de 

insuficiencia orgánica relacionada con la sepsis: identifica a los pacientes fuera de la 

unidad de cuidados intensivos (UCI) con sospecha de infección que tienen un alto 

riesgo de mortalidad hospitalaria), NEWS (puntuación nacional de alerta temprana: 

determina el grado de enfermedad y solicita la intervención de cuidados intensivos), 

PSI-PORT (índice de gravedad de neumonía/equipo de investigación de resultados de 

pacientes con neumonía: calcula la probabilidad de morbilidad/mortalidad entre los 

pacientes con neumonía adquirida en la comunidad). 

Criterios de exclusión 

➢ Pacientes y controles con una prueba de RT-PCR realizada en el exterior de la 

institución. 

➢ Pacientes con una prueba de RT-PCR no concluyente. 

➢ Pacientes y controles con enfermedades pulmonares concomitantes 

(enfermedad pulmonar obstructiva crónica, asma, fibrosis). 

➢ Pacientes y controles con procesos infecciosos crónicos (síndrome de 

inmunodeficiencia humana, tuberculosis). 

➢ Pacientes y controles con enfermedades autoinmunes o Cáncer. 

➢ Pacientes con régimen terapéutico inmunosupresor. 

➢ Mujeres embarazadas o en puerperio. 
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Criterios de eliminación 

Muestra insuficiente para el análisis contemplado 

Obtención de células mononucleares de sangre periférica y suero 

Se obtuvieron 20-30 mL de sangre periférica mediante punción venosa con sistema 

Vacutainer TM con tubos heparinizados (Becton, Dickinson and Company) (BD). Se 

hizo una dilución de la sangre con PBS (Phosphate-buffered saline) 1x a una relación 

1:2. En un tubo cónico de 15 mL se añadieron 3 mL de Ficoll-Paque (δ1.077 g/mL), 

después de ello, cuidadosamente se añadieron 10 mL de la muestra diluida con PBS. 

Se colocó el tubo con la muestra cuidadosamente en la centrifuga y se centrifugo 

durante 30 minutos, a 2000 rpm, para la obtención del componente celular mononuclear 

y el suero. Posteriormente se retiró cuidadosamente el tubo cónico que contenía la 

muestra de la centrifuga.  

Medición de citocinas 

Ensayo multiplex 

Las concentraciones de seis citocinas y quimiocinas: IL-1RA, IL-6, IL-10, IL-18, proteína 

quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1)/CCL2 y proteína inducida por interferón 

gamma (IP-10)/CXCL10, en el suero de los pacientes, se midieron utilizando el kit de 

panel de perlas magnéticas de citocinas/quimiocinas humanas MILLIPLEX MAP (EMD 

Millipore) en un 2- sistema de matriz de suspensión láser Bio-Plex 200 combinado con 

una estación de lavado Bio-Plex Pro (ambos de Bio-Rad). La técnica se realiza con 

microesferas que poseen dos fluorocromos distintos. Se adquirió un conjunto de 

microesferas de poliestireno de 5,6 μm y microesferas magnéticas de 6,45 μm las 

cuales están recubiertas con un anticuerpo de captura específico. Posterior de que la 

microesfera captura la citocina de interés, se introduce un anticuerpo biotinilado. A 

continuación, la mezcla de reacción se incuba con el conjugado de estreptavidina-PE, 

para completar la reacción en la superficie de cada microesfera. Cada microesfera se 

identificó individualmente y el resultado se cuantifico con base a la emisión de 

fluorescencia. El protocolo se realizó acorde con el algoritmo del fabricante. Las lecturas 
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de intensidad de fluorescencia de perlas para todas las muestras y estándares se 

convirtieron en las concentraciones de analito correspondientes empleando el software 

Bio-Plex Manager v6.2 (Bio-Rad). Las citocinas y quimiocinas incluidas se 

seleccionaron entre nuestros ensayos multiplex disponibles, de acuerdo con los 

informes anteriores sobre su posible utilidad como biomarcadores de pronóstico 

asociados con la sangre en pacientes con COVID-19 [8, 9]. 

Citometría de Flujo 

Tinción de superficie 

Después del aislamiento de células mononucleares de sangre periférica (PBMCs), las 

células se resuspendieron en RPMI-1640 con rojo fenol (Gibco) y se realizó un conteo 

en la cámara de Neubauer. Brevemente, para el proceso de tinción, las células se 

trataron con el buffer de anticuerpos bloqueadores de FcX humanos (BioLegend) 

durante 10 min. La tinción de PBMCs (1.5x106 por tubo) se realizó utilizando 

anticuerpos monoclonales conjugados indicados en la TABLA; las células se incubaron 

durante 30 minutos a 4 °C en la oscuridad con el cóctel de anticuerpos descrito. A 

continuación, se realizó un lavado con 1 mL de staining buffer (BioLegend) y se 

centrifugaron las muestras a 1500 rpm durante 5 min. 

Tinción intracelular 

Posterior al último lavado, se utilizó el kit True-NuclearTM Transcription Factor Buffer Set 

(BioLegend) de la siguiente forma. Para fijar la muestra, se resuspendió en 500 µL de 

solución fijadora 1x del kit previamente comentado, la muestra con la solución fijadora 

se incubó durante 60 minutos a temperatura ambiente y protegida de la luz. Una vez 

finalizado el tiempo de incubación, se realizaron dos lavados a la muestra con 1 mL de 

solución permeabilizante 1x del kit. Al finalizar los lavados la muestra se resuspendió 

en 100 µL de solución permeabilizante y se añadió el anticuerpo dirigido contra el factor 

de transcripción T-bet (tabla 2), la muestra se incubó durante 25 minutos a 4°C 

protegidos de la luz. Al finalizar el periodo de incubación de la muestra, se realizaron 2 

lavados, el primero de ellos se adicionó 1 mL de solución permeabilizante 1x y el 

segundo lavado se adicionó 1mL de staining buffer. Finalmente, las muestras se 
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resuspendieron en 300 μl del mismo buffer para una lectura de citometría de flujo 

inmediata. 

 

Tabla 2. Anticuerpos y reactivos usados para el análisis de citometría de flujo. 

Fluorocromo/molécula Compañía N. de catálogo 

Brilliant UltraViolet 496         
anti-humano CD19 

BD Horizon 564656 

APC/Cy7                                
anti-humano CD27 

BioLegend 302816 

PerCP/Cyanine 5.5                
anti-humano IgD 

BioLegend 348208 

Brilliant Violet 421                 
anti-humano CD24 

BioLegend 31122 

Brilliant Violet 650                 
anti-humano CD38 

BioLegend 356620 

Alexa Fluor 700                    
anti-humano CD21 

BioLegend 354918 

PE/Dazzle 594                      
anti-humano CD11c 

BioLegend 301642 

APC                                      
anti-humano CXCR5 

Biolegend 356908 

PE                                             
anti-humano T-bet 

Biolegend 644810 

Zombie Green / Colorante de 
viabilidad 

Biolegend 423112 
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Adquisición y análisis 

Previamente a la lectura de las muestras, en el citómetro de flujo se realizó una 

estandarización de la tinción, para evitar el traslape de la emisión producida por los 

fluorocromos y definir los gates de las poblaciones de estudio. Esto se desarrolló con 

el uso de controles Fluorescence Minus One (FMO) para definir los gates. La 

compensación se realizó utilizando CompBeads (BD Biosciences) y muestras tinciones 

fluorescentes individualmente. 

Las células muertas se excluyeron utilizando el colorante de viabilidad Zombie Green 

(BioLegend), así como la discriminación de eventos dobles con los parámetros de 

tamaño (FSC) y complejidad (SSC). La lectura de muestras se realizó en el equipo BD 

LSRFortessa, usando el software FACSDiva (ambos de BD Biosciences). Se 

adquirieron aproximadamente 1x106 de eventos (células). El análisis se hizo utilizando 

el software FlowJo V10 (BD Biosciences) con la estrategia que se muestra en la figura 

1, desarrollada mediante el uso de los FMO, CompBeads, tinciones simples, y 

adicionalmente una matriz de compensación elaborada en el mismo software. 
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Figura 1. Análisis de citometría de flujo de las subpoblaciones de células B. Estrategia de análisis 
para la determinación de las subpoblaciones de células B en células mononucleares de sangre periférica. 
(Contour plot representativo de individuo sano).  Previo a la determinación de subpoblaciones, se 
selecciona la región de linfocitos (FSC-A vs. SCC-A), posteriormente se seleccionan los eventos simples 
(SSC-A vs. SSC-H), después se seleccionan las células vivas Zombie Green-, finalmente se seleccionan 
las células CD19+ y se parte de esa población para determinar las subpoblaciones. 

 

Análisis bioinformático y estadístico 

Las diferencias estadísticas de los números (porcentajes/números absolutos) de las 

poblaciones celulares entre los grupos de pacientes acorde a la gravedad de la 

enfermedad se evaluaron mediante la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de la prueba 

post-hoc de Dunn empleando el software Prism 8 (GraphPad). 

La agrupación jerárquica de los pacientes acorde a su severidad y los porcentajes de 

las poblaciones celulares determinadas se analizaron por el método de Ward (distancia 

euclidiana) para generar un mapa de calor con dendogramas asociados. El método de 

conglomerados de agrupación de vinculación con varianza mínima de Ward une los 

conglomerados para maximizar la probabilidad en cada nivel de la jerarquía 

aumentando la varianza en la dispersión dentro del grupo y mostrando relaciones claras 

entre los clados. Para este análisis, excluimos determinadas subpoblaciones que 

presentaban información estadística repetida (correlación) dentro de cada población 

"parental" (memoria, memoria no clásica, transicional, doble negativa, naïve) según la 

figura suplementaria 1; estas subpoblaciones incluyen a Tr CD21-/lo que se correlaciona 

altamente con el Tr CD21+ que presentan un fenotipo similar, resN con su contraparte 

actN, y el compartimento DN4 que también se excluyó porque estaban casi ausentes 

en todos los individuos analizados. El análisis y el mapa de calor se generaron en el 

software R, v. 4.0.2 (R Foundation for Statistical Computing, Viena, Austria; URL 

http://www.R-project.org/). 

La asociación entre los porcentajes de las subpoblaciones de células B y los índices de 

gravedad indicados/parámetros biológicos (variables clínicas/laboratorio) se evaluó con 

la correlación de Spearman, con valores representados gráficamente en la matriz. Los 

análisis, la matriz y los gráficos se realizaron en el software R, v. 4.0.2. 

http://www.r-project.org/
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El método de análisis de componentes principales (PCA) se realizó en R-Studio (1.3), 

ejecutándose en el software R, v. 4.0.2. Todas las variables numéricas se escalaron 

para tener una varianza unitaria antes del análisis. El PCA se procesó con la biblioteca 

FactoMineR y se produjo gráficamente con el paquete Factoextra. Usamos la función 

fviz_pca_biplot() para representar la contribución de las variables DN y su relación con 

la gravedad de la enfermedad de los pacientes. Presentamos un gráfico de barras de 

variables usando fviz_pca_biplot() para visualizar la contribución global de tres 

dimensiones (componentes). Además, empleamos Matlab en la versión 20b para trazar 

la representación tridimensional del PCA. 
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Capítulo 3.  

Subpoblaciones de células B asociadas a la severidad de pacientes                   

con COVID-19 
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3.1 Resultados 

A nivel de sangre periférica es posible encontrar diferentes elementos celulares del 

desarrollo y diferenciación de la ontogenia de las células B. Además de poder identificar 

a los plasmablastos, relevantes por la producción de los anticuerpos, se pueden 

identificar células B transicionales, naïve, memoria y células con un fenotipo atípico que 

pueden encontrarse alteradas numéricamente en diferentes patologías. Por esta razón, 

decidimos analizar y determinar las subpoblaciones de células B.   

Identificamos diferentes estadios de células B a través de nuestra propia estrategia de 

análisis. Primero segregamos las células B totales CD19+ en células B de memoria 

“clásica” CD27+ CD38-/lo, células secretoras de anticuerpos/plasmablastos CD27hi 

CD38hi, y un agregado de subpoblaciones que consisten en células B CD27-. La 

población de memoria fue dividida en memoria sin cambio de isotipo IgD+ (USwM) y 

memoria con cambio de isotipo IgD- (SwM). Mientras que la población CD27- fue 

fraccionada en 3 categorías: 1) células B transicionales (Tr) 1 y 2 (T1/T2) que a su vez 

fueron fragmentadas en Tr CD24hiCD21-/lo (Tr CD21-/lo) y Tr CD24loCD21+ (Tr CD21+); 

2) memoria no clásica CD27- CD24+ CD38-/lo que también puede segregarse en IgD+ 

(M CD27- IgD+) e IgD- (M CD27- IgD-); y 3) finalmente el compartimento “maduro” que 

incluye la población naïve IgD+ CD38-/+ y las células B dobles negativas (DN, llamadas 

así por su fenotipo CD27- IgD-). Adicionalmente, la población naïve se dividió por la 

expresión de CD11c en reposo (CD11c-, resN) y activas (CD11c+, actN); mientras que 

las DN fueron separadas en cuatro subpoblaciones (DN1-DN4), acorde a la expresión 

de CD11c y CD21. Todos los fenotipos se muestran en la tabla 3. 
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Tabla 3. Subpoblaciones de células B y fenotipos. 

 

Células B Transicionales CD21pos (TrS) 

CD19+ CD27- CD38hi CD24hi/lo 

Transicionales CD21-/lo (Tr CD21-/lo) 

CD19+ CD27- CD38hi CD24hi CD21-/lo 

Transicionales CD21+ (Tr CD21+) 

CD19+ CD27- CD38hi CD24lo CD21+ 

Células B Naïve (Naïve) 

CD19+ CD27- IgD+ CD38- CD24- 

Reposo Naïve (resN) 

CD19+ CD27- IgD+ CD38- CD24- CD11c- 

Activas Naïve (actN) 

CD19+ CD27- IgD+ CD38- CD24- CD11c+ 

 

Células Secretoras de Anticuerpos (ASC) 

CD19+ CD27hi CD38hi 

Células Secretoras de Anticuerpos / Plasmablastos 
(ASC) 

CD19+ CD27hi CD38hi 

Células B de Memoria Clásica (Memoria) 

CD19+ CD27+ 

Memoria con cambio de isotipo (SwM) 

CD19+ CD27+ IgD- 

Memoria sin cambio de isotipo (UswM) 

CD19+ CD27+ IgD+ 

Células B de Memoria No-Clásica (M CD27-) 

CD19+ CD38-/lo CD24+ CD27- 

Memoria No-Clásica CD27- IgD- (M CD27- IgD-) 

CD19+ CD38-/lo CD24+ CD27- IgD- 

Memoria No-Clásica CD27- IgD+ (M CD27- IgD+) 

CD19+ CD38-/lo CD24+ CD27- IgD+ 

Células B Dobles Negativas (DN) 

CD19+ CD27- IgD- CD38- CD24- 

Dobles Negativas 1 (DN1) 

CD19+ CD27- IgD- CD38- CD24- CD21+ CD11c- 

Dobles Negativas 2 (DN2) 

CD19+ CD27- IgD- CD38- CD24- CD21- CD11c+ 

Dobles Negativas 3 (DN3) 

CD19+ CD27- IgD- CD38- CD24- CD21-  CD11c- 

Dobles Negativas 4 (DN4) 

CD19+ CD27- IgD- CD38- CD24- CD21+ CD11c+ 
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Interesantemente, al momento de comparar el porcentaje total de las células B entre 

los pacientes y el grupo de individuos sanos no obtuvimos una diferencia significativa 

entre ellos salvo los pacientes con enfermedad leve/moderada y grave (Fig.2). Sin 

embargo, los pacientes con enfermedad grave y critica presentan una tendencia de 

expansión en comparación con los pacientes con enfermedad leve/moderada y los 

individuos sanos.  

Figura 2. Los pacientes no presentan cambio en el porcentaje total de las células B (CD19+). 
Porcentaje total de las células B de células mononucleares de sangre periférica de pacientes infectados 
con SARS-CoV-2 (n=52) y controles sanos (n=7, PCR de SARS-CoV-2 negativos). Los valores de los 
porcentajes son mostrados como la media (línea discontinua) más los cuartiles inferior y superior (líneas 
punteadas). Los datos fueron analizados mediante la prueba de Kruskal-Wallis, consecutiva de una 
prueba post-hoc de Dunn. *p≤0.05. 

Esto contrasta con otros reportes donde se observa un incremento en el porcentaje de 

las células B acorde a la severidad de la enfermedad, no obstante, también existen 

otros reportes donde hay una tendencia inversa [83,84]. Evaluamos la cuenta absoluta de 

las células B, sin embargo, no encontramos diferencias significativas entre los grupos 

de pacientes y controles sanos, y a diferencia de los porcentajes no se observan 

tendencias de expansión o disminución de las células B. Adicional a que la respuesta 

humoral desempeña un papel importante en la severidad de la COVID-19, se puede 

pensar que una respuesta inmune deletérea (proceso inflamatorio exacerbado) y un 

ambiente hipóxico con alteraciones metabólicas puede modificar la respuesta humoral 

y el desarrollo de este compartimento, por esta razón decidimos evaluar las diferentes 

subpoblaciones de células B circulantes en sangre periférica.     
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Alteraciones en los compartimentos inmaduro, efector y DN en pacientes con 

COVID-19. 

Primero, encontramos un incremento significativo en la fracción de células B 

transicionales T1/T2 en los pacientes con COVID-19 comparado con el grupo de 

individuos sanos (Fig. 3A), el cual es más evidente en los pacientes que presentaron 

una enfermedad leve/moderada pero que ciertamente no pasa desapercibida esa 

tendencia en los pacientes graves y críticos.  
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Figura 3. Alteraciones en el compartimento transicional de las células B de los pacientes con 
COVID-19. (A) Análisis comparativo del porcentaje de la población parental transicional (T1/T2) con 
respecto a las células B CD19+. (B) Representación gráfica de la media de los porcentajes de las 
subpoblaciones Tr CD21-/lo y Tr CD21+. (C) Análisis comparativo de los porcentajes de las 
subpoblaciones Tr CD21-/lo y Tr CD21+ en relación con las células B CD19+. Los valores de los 
porcentajes son mostrados como la media (línea discontinua) más los cuartiles inferior y superior (líneas 
punteadas). Los datos fueron analizados mediante la prueba de Kruskal-Wallis, consecutiva de una 
prueba post-hoc de Dunn. *p≤0.05, **p≤0.01, ***p≤0.001. 

En otros estudios se observa un decremento de esta fracción celular en pacientes y 

críticos graves en comparación con grupos de individuos sanos. Al fragmentar esta 

subpoblación según su fenotipo, detectamos un cambio en las proporciones de estas 

subpoblaciones acorde a su media, una expansión de la subpoblación Tr CD24hiCD21-

/lo más evidente en los pacientes graves y críticos (Fig. 3B). No obstante, al evaluar de 

forma independiente las 2 subpoblaciones, es evidente el incremento de ambos 

compartimentos TrCD21-/lo y TrCD21+ (Fig. 3C) en los pacientes con COVID-19 y esta 

expansión es más notable en los casos con enfermedad leve/moderada pero también 

en el curso de los pacientes graves y críticos.  

Continuamos con el análisis comparativo de las células plasmáticas, y es evidente el 

incremento de este compartimento efector, más notable en el curso grave y crítico de 

la enfermedad (Fig. 4B). Este resultado ciertamente es consistente con otros reportes. 

Por otro lado, al comparar la subpoblación de memoria clásica se observa una 

disminución en los pacientes críticos y graves, más evidente en estos últimos en 

relación con los individuos sanos (Fig. 4A). Realizamos un análisis de la distribución de 

las medias de estas poblaciones, fragmentando el compartimento de memoria en 

células con cambio de isotipo y células sin cambio de isotipo (Fig.4B). Se puede 

observar que hay un incremento en la proporción de los plasmablastos en el curso de 

la severidad de la enfermedad comparado con los individuos sanos, mientras que no 

es evidente algún cambio en las subpoblaciones de memoria. No obstante, al realizar 

el análisis individual hay un decremento en ambas subpoblaciones en los pacientes con 

COVID-19, que es más evidente en los pacientes con enfermedad grave (Fig.4C). 
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Figura 4. Alteraciones en el compartimento efector de las células B de los pacientes con COVID-
19. (A) Análisis comparativo de los porcentajes de las células plasmáticas (ASC) y la población parental 
de memoria clásica en relación con las células B CD19+. (B) Representación gráfica de la media de los 
porcentajes de las subpoblaciones ASC, USwM y SwM de los pacientes con COVID-19 y controles sanos. 
(C) Análisis comparativo de los porcentajes de las subpoblaciones SwM y USwM en relación con las 
células B CD19+. Los valores de los porcentajes son mostrados como la media (línea discontinua) más 
los cuartiles inferior y superior (líneas punteadas). Los datos fueron analizados mediante la prueba de 
Kruskal-Wallis, consecutiva de una prueba post-hoc de Dunn. *p≤0.05, **p≤0.01, ***p≤0.001. 

Respecto a la población de células B memoria no clásica (CD24hiCD27-), no se 

observaron cambios entre los grupos de pacientes y los individuos sanos; de igual forma 

al fragmentar la población parental por la expresión de IgD no se observan cambios 

entre los grupos de análisis (Fig. 5A). El conjunto total de células B naïve mostró el 

mismo comportamiento entre controles sanos y pacientes con COVID-19 

independientemente del curso de la enfermedad (Fig. 5B).  

A 

B 
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Figura 5. Los compartimentos naïve y memoria no clásica de las células B no presentan 
alteraciones en los pacientes con COVID-19. (A) Análisis comparativo de los porcentajes de la 
población parental naïve y de las subpoblaciones resN y actN en relación con las células B CD19+. (B) 
Análisis comparativo de los porcentajes de la población parental de memoria no clásica y de las 
subpoblaciones M CD27-IgD- y M CD27-IgD+ en relación con las células B CD19+. Los valores de los 
porcentajes son mostrados como la media (línea discontinua) más los cuartiles inferior y superior (líneas 
punteadas). Los datos fueron analizados mediante la prueba de Kruskal-Wallis, consecutiva de una 
prueba post-hoc de Dunn. *p≤0.05. 

 

No obstante, la subpoblación actN CD11c+, presenta un incremento evidente en 

algunos pacientes con enfermedad grave (Fig. 5B).  

Es importante destacar que uno de los compartimentos que mostró cambios 

significativos en el proceso infeccioso por SARS-CoV-2 fueron las células B DN. A 

excepción de la subpoblación DN4 que presentó valores imperceptibles, las 

proporciones de las subpoblaciones DN1, DN2 y DN3 mostraron variaciones acordes a 

la gravedad de la enfermedad (Fig. 6A). En el análisis estadístico individual de la 

población DN y sus subpoblaciones, los pacientes que presentaron cuadros clínicos 

más severos tuvieron un incremento de este compartimento. Por otro lado, las células 

DN1 (CD21+CD11c-) presentaron el mismo comportamiento entre controles sanos y 

pacientes con enfermedad leve/moderada (Fig. 6B); no obstante, los casos graves y 

críticos tuvieron una reducción significativa de esta subpoblación. En cambio, las 

células B DN2 (CD21-CD11c+) solo mostraron un incremento significativo en los 

pacientes graves, en comparación con los casos leve/moderados (Fig. 6C), mientras 

que la fracción DN3 (CD21-CD11c-) fue sustancialmente la más cambiante, ya que 

presento un incremento significativo en sus valores a medida que la enfermedad 

clínicamente empeoraba (Fig. 6C). 
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Figura 6. Alteraciones en el compartimento DN de las células B de los pacientes con COVID-19. 
(A) Análisis comparativo de los porcentajes de la población parental DN con respecto a las células B 
CD19+. (B) Representación gráfica de la media de los porcentajes de las subpoblaciones DN1-DN4. (C) 
Análisis comparativo de los porcentajes de las subpoblaciones DN1-DN4 en relación con las células B 
CD19+. Los valores mostrados como la media (línea discontinua) más los cuartiles inferior y superior 
(líneas punteadas). Los datos fueron analizados mediante la prueba de Kruskal-Wallis, consecutiva de 
una prueba post-hoc de Dunn. *p≤0.05, **p≤0.01. 

Considerando que la mayoría de estos compartimentos de células B pueden 

modificarse con la edad y tomando en cuenta que el grupo de individuos sanos no es 

pareado con exactitud a todos los pacientes analizados, realizamos un análisis 

comparativo independientemente de la severidad de la enfermedad (debido a las 

restricciones del tamaño de la muestra). Como se esperaba, este enfoque evidenció 

cambios significativos en los porcentajes en la mayoría de las subpoblaciones de 

células B analizados (que inicialmente presentaron diferencias significativas como se 

muestran en los gráficos de cada compartimento) entre los pacientes con COVID-19 y 

los individuos sanos. 

La severidad del COVID-19 se asocia con perfiles definidos de las subpoblaciones 

de células B. 

La COVID-19 fue identificada como una enfermedad infecciosa que tenía diferentes 

desenlaces y evolución, de modo que los parámetros clínicos y de laboratorio 

convencionales no reflejaban con precisión el estado clínico del paciente y pronóstico. 

Por lo tanto, nuestro objetivo fue abordar estas subpoblaciones de células B como un 

criterio más preciso para evaluar la severidad de la enfermedad y el fenotipo clínico. 

Considerando que las distintas subpoblaciones de células B presentaron cambios 

significativos, decidimos juntar a los pacientes realizando un análisis jerárquico de 

agrupación para identificar firmas o perfiles que podrían estar asociados a un fenotipo 

clínico particular de COVID-19. Es importante mencionar, que excluimos las 

subpoblaciones que exhibieron coeficientes de correlación elevados entre ellas, de 

acuerdo con la figura suplementaria 1. Posteriormente utilizamos las diez 

subpoblaciones restantes para generar el mapa de calor (Fig. 7). De esta forma, 

pudimos identificar tres agrupaciones primarias (posición horizontal) que contienen 
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predominantemente cada una de las presentaciones clínicas de COVID-19: 

leve/moderado señalado por un rectángulo verde, grave en amarillo y crítico en rojo.  

Como lo indica el pie de la figura 7, los grupos de pacientes interaccionan con grupos 

de subpoblaciones de células B (posición vertical): el clado “A” muestra un patrón 

evidente donde las células M CD27- IgD+, actN y DN2 destacaron, por su mayor 

presencia en los pacientes graves. Se puede observar un comportamiento similar para 

el clado “C” donde las subpoblaciones DN3 y ASC parecen incrementar en los casos 

críticos. Las subpoblaciones del clado “B” no mostraron un patrón tan homogéneo en 

relación con los casos leves/moderados; aunque pudimos observar las subpoblaciones 

M CD27- IgD- y USwM con mayor presencia en 2 subgrupos, así como TrCD21+ y DN1 

en otros subgrupos independientes, y en su mayoría son principalmente pacientes 

leves/moderados. Con base en estos perfiles mejor definidos, se pudo visualizar 

disminución opuesta de algunas subpoblaciones de los diferentes grupos, perfilando de 

esta forma las firmas asociadas a la severidad de la enfermedad para los diferentes 

pacientes con COVID-19. 
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Figura 7. Análisis de agrupamiento de pacientes con COVID-19 frente a las subpoblaciones de 
células B. Análisis de agrupamiento jerárquico generado por el método de Ward que relaciona los casos 
leves/moderados (verde, n=19), graves (amarillo, n=16) y críticos (rojo=17) con los porcentajes de las 
subpoblaciones de células B representadas acorde al puntaje que indica la escala de color superior. Los 
dendogramas horizontales indican la agrupación de los pacientes, se destacan los grupos que presenta 
principalmente pacientes leves/moderados (enmarcados en verde), graves (enmarcados en amarillo) o 
críticos (enmarcados en rojo). Los dendogramas verticales presentan tres compartimentos principales de 
subpoblaciones (A-C).  

Los pacientes con COVID-19 presentan alteraciones en la expresión del 

quimiorreceptor CXCR5 y del factor de transcripción T-bet en diferentes 

compartimentos de células B. 

Por otro lado, para dilucidar el tipo de activación evaluamos la expresión de CXCR5 y 

T-bet en diferentes compartimentos de células B. En primera instancia evaluamos la 

expresión de CXCR5 (quimiorreceptor importante en la vía folicular) en el 

compartimento Naïve (Fig. 8A). Interesantemente, observamos un decremento 

significativo de la expresión de CXCR5 en los pacientes con enfermedad 

leve/moderada y crítica en comparación con los controles sanos; mientras que los 

casos graves mostraron un comportamiento similar a los controles (Fig. 8B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Los pacientes con COVID-19 presentan una disminución en la expresión de CXCR5 en el 
compartimento naïve. (A) Contour plot representativo de un control sano vs. un paciente con COVID-
19 que muestra la disminución de la expresión CXCR5. (B) Análisis comparativo de las células B naïve 
CXCR5+ entre los diferentes grupos de pacientes y controles sanos. Los datos fueron analizados 
mediante la prueba de Kruskal-Wallis, consecutiva de una prueba post-hoc de Dunn. *p≤0.05, **p≤0.01, 
***p≤0.001. 
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Por otro lado, analizamos el compartimento de memoria, particularmente en la mayoría 

de los pacientes hay un incremento en el porcentaje de las células B con cambio de 

isotipo que carecen de CXCR5, el cual es más notable en los casos con enfermedad 

leve/moderada y crítica (Fig. 9A y 9B). Asimismo, analizamos la expresión de T-bet en 

el compartimento de memoria total, curiosamente se observó un incremento de células 

que expresan este factor de transcripción, especialmente en los pacientes graves y 

críticos (Fig. 9C y 9D). 
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Figura 9. Los pacientes con COVID-19 presentan alteraciones en la expresión de CXCR5 y T-bet 
en la población de células B de memoria. (A) Contour plot representativo de un control sano vs. un 
paciente con COVID-19 que muestra el incremento de células de memoria con cambio de isotipo carentes 
de CXCR5. (B) Análisis comparativo de las células B SwM CXCR5- entre los diferentes grupos de 
pacientes y controles sanos. (C) Contour plot representativo de un control sano vs. un paciente con 
COVID-19 que muestra el incremento de la expresión T-bet en el compartimento de memoria. (D) Análisis 
comparativo de las células B de memoria T-bet+ entre los diferentes grupos de pacientes y controles 
sanos. Los datos fueron analizados mediante la prueba de Kruskal-Wallis, consecutiva de una prueba 
post-hoc de Dunn. *p≤0.05, **p≤0.01, ***p≤0.001, ****p≤0.0001. 

 

Finalmente, analizamos la expresión de CXCR5 y T-bet del compartimento de células 

B doble negativo (Fig. 10A). Pudimos observar un notable decremento de la expresión 

de CXCR5 en los casos con SARS-CoV-2 (Fig. 10B). En contraste, se observó un 

incremento en las células B DN que carecen de CXCR5 y T-bet, más consistente en los 

casos leves/moderados y críticos (Fig. 10C). Por último, los pacientes presentaron un 

incremento en las células que expresan T-bet, más relevante en los pacientes graves y 

críticos (Fig. 10D). 
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Figura 10. Los pacientes con COVID-19 presentan alteraciones en la expresión de CXCR5 y T-bet 
en el compartimento DN de células B. (A) Contour plot representativo de un control sano vs. un 
paciente con COVID-19 que muestra el incremento de células DN que expresan T-bet+. (B) Análisis 
comparativo de las células DN CXCR5+ entre los diferentes grupos de pacientes y controles sanos. (C) 
Análisis comparativo de las células DN CXCR5-T-bet- entre los diferentes grupos de pacientes y controles 
sanos. (D) Análisis comparativo de las células DN T-bet+ entre los diferentes grupos de pacientes y 
controles sanos. Los datos fueron analizados mediante la prueba de Kruskal-Wallis, consecutiva de una 
prueba post-hoc de Dunn. *p≤0.05, **p≤0.01, ***p≤0.001, ****p≤0.0001. 

Las subpoblaciones de células B se correlacionan con múltiples parámetros 

biológicos 

Considerando que las diversas anomalías encontradas en los parámetros clínicos y de 

laboratorio no siempre reflejan con precisión el estado clínico del paciente acorde a las 

escalas clínicas para evaluar la severidad de la enfermedad, realizamos un análisis de 

correlación entre las subpoblaciones de células B y las características clínicas y de 

laboratorio. Los resultados obtenidos los representamos gráficamente en una matriz de 

correlación mostrada en la figura 11. Interesantemente, los parámetros ventilatorios, 

como la frecuencia respiratoria, saturación de oxígeno (SpO2) y el índice de Kirby 

(PaO2/FiO2), presentaron correlación con el compartimento transicional (Fig. 12B) de 

células B naïve activadas (Fig. 12C), así como en la subpoblación DN3 (Fig.13). 

También, las células B de memoria (Fig. 12A), y las subpoblaciones DN1/DN2 (Fig. 

12C) presentaron una correlación negativa con las escalas clínicas de la severidad de 

la enfermedad, como NEWS y PSI/PORT. Por otro lado, la subpoblación de memoria 

SwM correlacionó con un periodo más corto de hospitalización (Fig. 12A). Es importante 

resaltar que la subpoblación de células DN3 presentó un patrón de correlación 

significativo más amplio con diversas variables clínicos y de laboratorio (Fig. 13), como 

la saturación de oxígeno y el índice de Kirby, parámetros respiratorios descritos 

previamente. Además, se observó correlación positiva con diferentes parámetros de 

laboratorio, incluidos la cuenta de leucocitos, de neutrófilos y el índice de 

neutrófilos/leucocitos; reactantes de fase aguda, como los niveles de (PCR) y ferritina; 

marcadores de daño celular, creatina fosfocinasa (CPK) y lactato deshidrogenasa 

(LDH), así como con parámetros de la coagulación, como el dímero D y la troponina. 
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Figura 11. Las subpoblaciones de células B se correlacionan con escalas clínicas de severidad y 
diferentes parámetros clínicos de pacientes con COVID-19. Matriz de correlación que representa 
gráficamente los coeficientes de Spearman, calculados entre los porcentajes de las subpoblaciones de 
células B y los parámetros biológicos (escalas clínicas, valores de laboratorio y datos clínicos). La escala 
de color subyacente indica los valores del coeficiente de Spearman. El tamaño de cada punto indica la 
intensidad de la correlación.  

 

Figura 12. Cambios en los porcentajes de las subpoblaciones de memoria, transicionales, naïve y 
DN correlacionan con parámetros biológicos de pacientes con COVID-19. (A) Correlaciones 
estadísticamente significativas entre las subpoblaciones de memoria y la escala NEWS, niveles de 
proteína C reactiva (PCR) y días de estancia hospitalaria. (B) Correlaciones estadísticamente 
significativas entre los compartimentos transicionales y frecuencia respiratoria y la saturación periférica 
de O2. (C) Correlaciones estadísticamente significativas entre las subpoblaciones actN, DN1 DN2 y el 
índice de Kirby, la escala NEWS y la escala PSI/PORT. r: coeficiente de correlación de Spearman, p: 
valor estadístico de la correlación. 
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Figura 13. Cambios de la subpoblación DN3 correlacionados con parámetros biológicos de 
pacientes con COVID-19. Correlaciones estadísticamente significativas entre la subpoblación DN3 y 
parámetros respiratorios, conteos celulares, marcadores de inflamación y marcadores de coagulación. r: 
coeficiente de correlación de Spearman, p: valor estadístico de la correlación. 
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3.2 Discusión 

Interesantemente, los casos con COVID-19 no mostraron diferencias significativas en 

los números absolutos de las células B CD19+ (tabla suplementaria 2), sin embargo, los 

casos no mostraron un comportamiento homogéneo, sin importar la severidad, se 

observaron pacientes con números elevados. Por otro lado, los porcentajes de las 

células B CD19+ de los pacientes mostraron un ligero incremento, este aumento solo 

fue significativo en los pacientes con enfermedad grave, y el cambio fue significativo 

entre pacientes leves/moderados y graves. Es importante resaltar los resultados 

obtenidos, debido a que otros grupos de estudio reportan linfopenia o un decremento 

en las células T en los pacientes con enfermedad grave/crítica [85-88]; aparentemente las 

células B de los pacientes son resistentes a la linfopenia inducida por la infección, este 

fenómeno también ha sido reportado por otros grupos [83,84]. Probablemente esto se 

deba a una baja carga viral o un periodo corto de infección, considerando que la 

mayoría de los pacientes fueron reclutados en tiempos tempranos de la infección. 

Para comprender si los cambios de este compartimento presentan relación con la 

evolución de la enfermedad, analizamos las subpoblaciones de células B, por un lado, 

los números absolutos de los casos con COVID-19 presentaron diferencias 

significativas en todos sus compartimentos (inmaduro, maduro, efector y DN) 

mostrados en la tabla suplementaria 2. Estos cambios significativos fueron más 

notables al comparar los porcentajes.  

Respecto al compartimento transicional de células B, hay diversos reportes donde se 

observa un incremento de estas células en condiciones inflamatorias tanto en pacientes 

con procesos infecciosos, así como con enfermedades autoinmunes [89-92]. En 

concordancia con ello, en los pacientes se observó un incremento en los tres grupos de 

pacientes con COVID-19 en comparación con los controles sanos, y fue más notable 

en los pacientes con enfermedad leve/moderada. Adicionalmente, con base en la 

expresión de CD21 las células B transicionales se pueden clasificar en dos 

subpoblaciones: células Tr CD21-/lo (Tr1) y Tr CD21+ (Tr2); interesantemente los casos 

con enfermedad leve/moderada fue el único grupo que mostro un incremento 
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significativo en comparación con los controles sanos, además también esta expansión 

fue significativa en comparación con los casos graves y críticos. 

Aunque este compartimento también se define como "inmaduro", existe evidencia que 

apoya un rol efector de las células B transicionales en procesos infecciosos, mediante 

la secreción de citocinas o su diferenciación a células plasmáticas, por los receptores 

de reconocimientos de patrones [72, 92-94]. Por esta razón, el aumento de este 

compartimento observado en los pacientes analizados, así como lo reportado por otros 

grupos en pacientes con COVID-19 [95,96], puede significar una respuesta tipo “innata” 

contra el virus SARS-CoV-2, principalmente en los casos con enfermedad 

leve/moderado. En cuanto los casos graves y críticos, se ha descrito que la persistencia 

del factor HIF1A, bloquea la diferenciación de estas células, por lo tanto, el incremento 

puede deberse a un remanente de células que no pudieron diferenciarse hacia células 

plasmáticas por el ambiente hipóxico de los pacientes [97]. 

Respecto al compartimento efector (ASC y memoria), los porcentajes de las ASC 

también aumentaron considerablemente en las tres categorías de la enfermedad en 

comparación con los controles sanos, principalmente en pacientes graves y críticos. El 

significado de la expansión en respuesta a la gravedad de la enfermedad no está 

dilucidado, no obstante, se ha reportado la importancia de la presencia de títulos 

elevados de anticuerpos específicos contra el SARS-CoV-2 para neutralizar y evitar la 

progresión del COVID-19 [98]. Asimismo, la expansión de ASC puede deberse por la 

diferenciación de las células transicionales expandidas, como se describe en otros 

reportes contemporáneos de COVID-19 [99]. En contraparte, en otros procesos 

infecciosos virales como el dengue o ébola, el incremento de células plasmáticas se 

asocia con una evolución desfavorable para los pacientes [100]. Debido a que el 

incremento de las ASC puede estar asociado a una producción de anticuerpos 

“defectuosos” que facilitan la entrada del virus en lugar de neutralizarlo [32,101]. 

Relativo al compartimento de memoria, los porcentajes de la población total de memoria 

en las 3 categorías de pacientes con COVID-19 disminuyeron, en comparación con los 

donantes sanos. Los casos graves y críticos presentan una disminución de las células 

sin cambio de isotipo; en tanto que solo los pacientes graves presentan una disminución 
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significativa de las células con cambio de isotipo, ambos casos en comparación con los 

controles. Este decremento ha sido reportado en diferentes estudios de pacientes con 

COVID-19 [102-104], se sugiere que esta contracción del compartimento de memoria se 

debe a una posible activación de células de memoria preexistentes (contra otras cepas 

de la familia Coronaviridae), que se diferencian a células plasmáticas y ayuden a 

neutralizar el virus [105].  

Por otro lado, el total de células B naïve de pacientes con COVID-19 y sus 

subpoblaciones resN (CD11-) y actN (CD11c+), no presentaron cambios significativos 

al compararlos con los controles. Solo el grupo grave presento cambios en la población 

de células actN, una respuesta esperada debido al ambiente inflamatorio de los 

pacientes, posiblemente induciendo procesos de activación celular [56,83]. Al igual que el 

compartimento naïve, el compartimento parental de memoria no clásica y sus 

subpoblaciones, no presentaron cambios significativos. Este compartimento no ha sido 

estudiado a profundidad y solo se ha documentado su fenotipo en controles sanos [106]. 

Finalmente, el porcentaje de la población parental DN en los 3 grupos de pacientes con 

COVID-19 no presentó diferencia significativa en comparación con los donantes sanos, 

no obstante, las subpoblaciones clasificadas por la expresión de CD21 (receptor del 

complemento) y CD11c (integrina subunidad alfa X) mostraron cambios interesantes. 

Las células DN1 (CD21+CD11c-) presentan una disminución importante en los casos 

graves y críticos en comparación con los casos leves/moderados y controles. En 

contraste las células DN2 (CD21-CD11c+) y DN3 (CD21-CD11c-), incrementan en los 

casos graves y críticos. Para vislumbrar la relevancia de los cambios representativos, 

es indispensable develar la función de cada subpoblación DN, en un contexto fisiológico 

y patológico. 

Los cambios que encontramos en las diferentes subpoblaciones de células B 

circulantes indican que los datos de nuestro estudio podrían definir firmas o perfiles 

relacionados a las categorías de severidad de la enfermedad. Además, esto se apoya 

en el hecho de que las subpoblaciones específicas con cambios presentan una 

proporción menor en los casos graves y críticos que en los casos leves/moderados o 

viceversa. La subpoblación DN2 es la que ha sido más estudiado en modelos de 
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autoinmunidad, esto se debe a que se encuentra expandida en dichas patologías 

[56,107,108]. Sin embargo, en la actualidad, el proceso infeccioso por SARS-CoV-2 ha 

brindado un nuevo campo para estudiar estas subpoblaciones. Como pudimos observar 

la expansión de la subpoblación DN3 es notable en los pacientes, habrá que estudiar 

más a fondo esta subpoblación, pensando en que fenotípicamente solo expresa CD19 

mientras los otros marcadores utilizados están ausentes. En contraste la subpoblación 

DN1, que decae conforme la enfermedad se agrava, podríamos pensar que tiene 

alguna función reguladora y que en contextos de una respuesta deletérea se pierde su 

función [109]. Aunque aún no se debe descartar la idea de que también cada una de 

estas células representen una etapa de maduración que las une y el incremento o 

reducción en unas se deba a ese fenómeno de maduración y desarrollo en otro de los 

fenotipos.   

Ciertamente, nuestros datos muestran una amplia relación entre las subpoblaciones de 

células B y el fenotipo clínico del COVID-19. En relación con ello, se ha descrito 2 

factores importantes que pueden estar involucrados, el primero de ellos los mediadores 

solubles (citocinas y quimiocinas) y las concentraciones de oxígeno. Con respecto al 

segundo, se ha reportado que prevalece un ambiente hipóxico en nichos inmunológicos 

durante el desarrollo fisiológico y en condiciones patológicas [110]. En este sentido, el 

factor de transcripción HIF1A ha sido asociado a la regulación del desarrollo celular 

[110,111]. En consecuencia, la correlación que se documentó en este estudio entre 

diferentes subpoblaciones de células B y parámetros ventilatorios podría explicarse por 

la condición hipóxica existente en COVID-19.  

Entre otros hallazgos encontramos que las proporciones más elevadas de células B de 

memoria se correlacionaron con puntajes de escalas clínicas de riesgo más bajos 

(NEWS, PSI/PORT), así como con una estancia hospitalaria de corta duración. En 

concordancia con ello, Juno J. y colaboradores, mostraron que los pacientes 

recuperados de COVID-19 presentan una respuesta eficiente apoyado por células B de 

memoria específicas contra la glicoproteína viral S “espiga” [112].  

Interesantemente, las células DN3, que son de reciente descripción y se desconoce su 

origen/función, mostro un perfil de correlación con diversos parámetros biológicos 
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presentes en el fenotipo crítico de la enfermedad [113-115]. Particularmente, detectamos 

que los niveles inferiores de SaO2 y PaO2/FiO2 se correlacionan con porcentajes 

elevados de células DN3, podría ser factible que este ambiente favorezca la 

diferenciación de células B hacía este fenotipo. Con base en nuestros datos, también 

se ha reportado en otro estudio que la subpoblación DN3 se expandió en casos críticos 

con COVID-19 y se relacionó con las células B naïve activadas y las células DN2 por 

agrupación jerárquica [116]. Así mismo, Woodfruff M. y colaboradores, encontraron que 

la subpoblación DN3 se relaciona con una respuesta primordialmente extrafolicular, 

esto implicaría una producción temprana de anticuerpos, caracterizados por baja 

afinidad, poca hipermutación somática, formación de memoria y especificidad 

antigénica desconocida [116]. 

Para comprender la respuesta del compartimento de células B y los cambios 

observados analizamos la expresión de CXCR5 y T-bet. La expresión de CXCR5 

desempeña un papel importante en la activación y maduración de las células B, 

primordialmente se asocia a una respuesta folicular, a través de su ligando CXCL13, 

quimiocina que se expresa constitutivamente por las vénulas endoteliales foliculares 

para controlar el tráfico de células B y T [43,44,46]. Por otro lado, la presencia del factor de 

transcripción T-bet se asocia principalmente a la protección inmunológica contra 

patógenos intracelulares vía IgG2a/c 
[117,118], no obstante, también ha sido descrito en 

células B denominadas ABCs (age-associated B cells) y las DN2 en LEG [56,75]. Primero 

analizamos la expresión de CXCR5 en el compartimento total de células naïve. 

Interesantemente, hay una disminución notable de las células B naïve CXCR5+ en los 

casos leves/moderados y críticos en comparación con los controles. De igual forma 

evaluamos el compartimento de memoria, curiosamente los pacientes presentan un 

incremento de células B de memoria con cambio de isotipo carentes de CXCR5 en 

todos los grupos de pacientes. Además, el compartimento total presenta un incremento 

en las células que expresan T-bet más notable en los pacientes graves y críticos. 

Finalmente, en las células B DN, en primera instancia hay un decremento considerable 

de la expresión de CXCR5 en todos los casos con COVID-19 en relación con los 

controles, en contraste, la expresión de T-bet se incrementa en los 3 grupos de 

pacientes con respectos a los donantes sanos, adicionalmente, hay un incremento de 
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células B DN que no expresan T-bet y CXCR5 en los casos con COVID-19. Respecto 

a las células B naïve, Jenks A. S. y colaboradores, han descrito en pacientes con LEG, 

que a través de la estimulación con TLR7, IFNγ e IL-21, promueven la vía de activación 

extrafolicular que se caracteriza por una baja expresión de CD21, TRAF5 y CXCR5. En 

efecto, siguiendo esta vía de activación, aparentemente las células B naïve se 

diferencian hacia células B DN2, que se caracterizan por la expresión de CD11c y T-

bet, con base en nuestros datos, aparentemente la infección por SARS-CoV-2 genera 

una respuesta de este tipo, apoyado por la disminución de CXCR5 tanto en el 

compartimento naïve como DN y el incremento de la expresión T-bet de este último. 

Finalmente, se ha reportado la importancia del factor T-bet para contener modelos de 

infección. Se ha reportado la expansión de células B de memoria T-bet+ posterior a la 

vacunación contra el virus de la fiebre amarilla y viruela [119]. En pacientes con VIH la 

presencia de células B de memoria T-bet+ se asocia con un incremento de anticuerpos 

en suero y de las células B IgG1 e IgG3; además, las células B específicas contra la 

proteína gp140 en su mayoría expresan T-bet [119]. También, se reportó que las células 

B requieren la expresión de T-bet para producir anticuerpos específicos contra la región 

del tallo y la cabeza de la hemaglutinina en modelo murino, y pueden ser identificadas 

en diferentes sitios anatómicos dependiendo de su nivel de expresión de T-bet, tanto 

en ratón como humano [120]. Nosotros encontramos un incremento en la expresión de 

T-bet en el compartimento de memoria que podría estar asociado a la protección viral 

previamente descrita, no obstante, dado que los casos críticos son los que presentan 

un incremento más notable hay que profundizar en el significado de la expresión T-bet 

en el contexto de COVID-19. Además, las células B con cambio de isotipo (IgD-) 

carentes de CXCR5 presentan una expansión considerable en los casos con COVID-

19, esto refuerza la posibilidad de montar una respuesta rápida para contener la 

infección, habrá que valorar, si las células que no expresan este quimiorreceptor 

pueden montar una respuesta eficiente durante un segundo encuentro, además, cabe 

la posibilidad de que en algunos casos los anticuerpos producidos en el primer 

encuentro no sean eficientes para neutralizarlo, por las propiedades de la vía 

extrafolicular.   Aunque podemos pensar que para contener y neutralizar las partículas 

virales hay una importante respuesta extrafolicular debido a los cambios descritos aquí.  
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Indudablemente nuestro estudio presenta limitaciones. Entre ellas el número de 

controles sanos que cursan edades avanzadas, debido a que ciertos compartimentos 

de células B se modifican con la edad. No obstante, en su momento la inclusión de esta 

población de alto riesgo no fue factible ya que la mayoría estaban confinados en ese 

momento de la pandemia. Además, hallamos resultados similares en el análisis 

comparativo pareado por edad (tabla suplementaria 3). Por otro lado, no fue posible 

evaluar la duración del período de incubación y debemos reconocer que esta variable 

podría influir en algunas subpoblaciones de las células B. Además, el diseño unicéntrico 

y transversal de nuestro estudio no nos permitió abordar completamente el valor 

pronóstico de estas subpoblaciones de células B en COVID-19, y en su momento 

deberá validarse. Otra consideración que puede tener impacto son las comorbilidades 

que pueden presentar los pacientes, esto puede alterar los números de las poblaciones 

celulares, tales como diabetes u obesidad. Ciertamente aunado con el periodo de 

incubación no incluimos un análisis respecto a la carga viral y el tipo de variante que 

probablemente pueda influir en los cambios documentados. No obstante, nuestro 

trabajo represento los primeros datos sobre la correlación del compartimento de células 

B con las características clínicas del COVID-19, así como su asociación con el fenotipo 

clínico de la enfermedad. 
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Capítulo 4. 

Alteraciones de las células B dobles negativas CD27
-
IgD

-
 acorde a la respuesta 

inmunológica contra SARS-CoV-2 
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4.1 Resultados 

El compartimento de células B DN presenta alteraciones en los pacientes con 

COVID-19. 

Considerando las alteraciones en el primer análisis y la poca información acerca del 

compartimento de células B DN, decidimos profundizar en su análisis. Para ello 

incrementamos el número de pacientes con COVID-19. Cabe recalcar que los 

compartimentos de células B circulantes convencionales, que incluyen las células B 

transicionales (T1/T2) CD24hiCD38hiCD27-, células B Naïve, CD38lo/-CD27-IgD+, células 

B de memoria CD27+ y células secretoras de anticuerpos/plasmablastos exhibieron el 

mismo comportamiento: la expansión de células B inmaduras en casos con enfermedad 

leve/moderado, el incremento de las células plasmáticas en los pacientes graves y 

críticos, y la disminución del compartimento de memoria en casi todos los pacientes.  

En cuanto al porcentaje del compartimento DN total, se observó un incremento 

sustancial en los casos graves y críticos, sin embargo, en números absolutos este 

incremento no es tan evidente en los casos severos y críticos (Fig.14).  
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Figura 14. Alteraciones en porcentajes y números absolutos del compartimento total de células B 
DN de pacientes con COVID-19. Análisis comparativo del compartimento total de células B DN, los 
porcentajes son con base en las células B CD19+ en el gráfico izquierdo y los números absolutos se 
presentan en el gráfico derecho. Todas los porcentajes o números absolutos muestran la media (línea 
discontinua), adicionalmente arriba y abajo los cuartiles (líneas punteadas). Los casos pacientes con 
COVID-19 (n=91) fueron categorizados en casos leves/moderados (n=24), graves (n=35) y críticos 
(n=32) más los controles sanos (n=15, PCR de SARS-CoV-2 negativos). Los datos fueron analizados a 
través de la prueba de Kruskal-Wallis seguido por la prueba post-hoc de Dunn. *p≤0.05, **p≤0.01. 

 

Al evaluar las subpoblaciones, la subpoblación DN1 tanto en porcentajes como en 

números absolutos los pacientes presentan un decremento de esta población en 

comparación con los controles sanos, esta reducción es más robusta en este segundo 

análisis y más pronunciada según la severidad de la enfermedad (Fig.15). En cambio, 

la fracción celular DN2 continúa exhibiendo un sutil incremento, más evidente en los 

casos críticos. De forma parecida, pero con una expansión más pronunciada, la 

subpoblación DN3 tiene un incremento tanto en porcentajes como en números 

absolutos, esta expansión parece más sólida que su contraparte con las células DN2. 

Finalmente, la fracción DN4 presenta valores diminutos en la circulación tanto de 

pacientes con COVID-19 como de controles sanos, no se encontraron diferencias 

significativas en sus valores. 
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Figura 15. Alteraciones en porcentajes y números absolutos de las subpoblaciones de células B 
DN de pacientes con COVID-19. (A) Análisis comparativo de los porcentajes de las subpoblaciones 
DN1, DN2, DN3 Y DN4 en relación con las células B CD19+. (B) Análisis comparativo de los números 
absolutos de las subpoblaciones DN1, DN2, DN3 Y DN4. Todas los porcentajes o números absolutos 

B 
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muestran la media (línea discontinua), adicionalmente arriba y abajo los cuartiles (líneas punteadas). Los 
datos fueron analizados a través de la prueba de Kruskal-Wallis seguido por la prueba post-hoc de Dunn. 
*p≤0.05, **p≤0.01, ***p≤0.001, ****p≤0.0001. 

Las subpoblaciones DN se asocian con diferentes perfiles clínicos del COVID-19. 

Para dilucidar el posible papel biológico de estas subpoblaciones de células B poco 

estudiadas, tratamos de asociar sus valores en circulación periférica con las variables 

clínicas y de laboratorio. Los parámetros biológicos de este análisis fueron 

seleccionados con base a su relevancia como biomarcadores en el COVID-19. Es 

evidente que cada subpoblación del compartimento DN mostró un patrón de correlación 

específico (Fig. 16). Curiosamente, el perfil generado por los porcentajes y números 

absolutos del fragmento DN1, relevaron correlaciones principalmente negativas con 

muchos de los parámetros analizados (como la escala NEWS y el dímero-D), 

especialmente relacionadas con un estado proinflamatorio en pacientes con COVID-19. 

Por otro lado, los parámetros respiratorios (SO2 e índice de Kirby) presentan una 

correlación positiva con los valores del fragmento DN1, además, otra correlación 

positiva interesante de esta subpoblación fue con la albumina, la cual en 

concentraciones bajas se utiliza como un marcador de inflamación. 

Sorpresivamente, la subpoblación DN3 presenta un patrón opuesto a la subpoblación 

DN1, y de la misma forma presenta varios valores significativos. Por ejemplo, la 

subpoblación DN3 presenta una correlación negativa con los valores de SO2 y una 

correlación positiva con la escala NEWS. Con respecto a la subpoblación DN2, 

presenta un patrón similar que DN3, no obstante, los valores de las correlaciones no 

son tan robustos y significativos. Finalmente, el fragmento DN4 no presenta un patrón 

definido, robusto y significativo como las otras subpoblaciones.  
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Figura 16. Perfiles de correlación de las subpoblaciones de células B DN y parámetros biológicos 
de pacientes con COVID-19. Matriz de correlación que muestra gráficamente el valor del coeficiente de 
Spearman, calculado entre los valores de las subpoblaciones DN y las variables clínicas, de laboratorio 
y las citocinas séricas indicadas del total de pacientes con COVID-19 de nuestro grupo de estudio. Los 
datos fueron analizados a través de la prueba de Kruskal-Wallis seguido por la prueba post-hoc de Dunn. 
*p≤0.05, **p≤0.01, ***p≤0.001. 
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Las subpoblaciones DN segregan los casos leves/moderados, graves y críticos 

del COVID-19. 

Tomando en cuenta los cambios en los porcentajes y números absolutos de las 

subpoblaciones DN1, DN2, y DN3 (excluyendo el compartimento celular DN4 debido a 

su escasa presencia en los pacientes), los diferentes parámetros clínicos y de 

laboratorio segregamos a los pacientes con COVID-19, empleando un análisis de 

componentes principales PCA, visualizado a través de un diagrama de dispersión 3D 

(Fig.17). Los ejes incluyen los tres componentes con mayor proporción de varianza: 

28.6%, 8.7% y 6.4%, respectivamente. Los datos graficados representan el 43.7% de 

la varianza completa, valor que le da un alto poder informativo y de mayor precisión 

para su interpretación. También, graficamos elipses con intervalo de confianza del 95% 

para mostrar las áreas de intersección entre la severidad de la enfermedad. 

Grave Crítico Leve/Moderado 
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Figura 17. Los parámetros biológicos (datos clínicos y de laboratorio) y las subpoblaciones DN se 
asocian con la severidad del COVID-19. Representación tridimensional del PCA, considerando las 
variables clínicas y de laboratorio, más los valores de las subpoblaciones DN1, DN2 y DN3. Cada punto 
representa un solo paciente, y cada color representa la severidad del COVID-19. Cada grado de 
severidad presenta una elipse con un intervalo de confianza del 95%.         

 

En primera instancia se observó que los grupos de pacientes con enfermedad 

leve/moderada y grave presentan menor dispersión en comparación con los pacientes 

con enfermedad crítica. Por otro lado, los pacientes críticos y leves/moderados 

presentaron mayor dispersión, mientras que el grupo de pacientes con enfermedad 

grave presento una mayor similitud con ambos grupos de pacientes. 

Adicionalmente, incluimos un gráfico de dispersión de 2 dimensiones con el fin de 

visualizar el grado de influencia de las subpoblaciones de células B DN de forma 

independiente entre los componentes principales 1 y 2 (Fig.18 y Fig. complementaria 

2). Se puede observar que las variables: porcentaje de DN2% (donde el porcentaje se 

denota como %), números absolutos de DN2# (donde la cuenta absoluta se simboliza 

como #) y la variable DN3# están correlacionadas positivamente. En contraparte, se 

puede observar una correlación negativa entre DN1% y las variables mencionadas (eje 

vertical), de la misma forma se presenta el mismo comportamiento entre DN1# y DN3% 

(eje horizontal). Finalmente, se corrobora el hecho de que la presencia de la 

subpoblación DN1 se correlacione con pacientes leves/moderados, mientras que para 

las subpoblaciones DN2/DN3 con pacientes críticos. 
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Figura 18. Las subpoblaciones DN se asocian con la severidad del COVID-19. Representación en 
segunda dimensión del PCA considerando los parámetros biológicos y las subpoblaciones celulares 
DN1, DN2 y DN3. Las flechas representan las contribuciones relativas de cada subpoblación celular DN, 
acorde a la escala indicada. Cada grado de severidad presenta una elipse con un intervalo de confianza 
del 95%. 
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4.2 Discusión 

A través del tiempo se ha descrito que fisiológicamente la contribución de las células B 

a la resolución de un proceso infeccioso propiamente se establece en etapas 

avanzadas, existen informes que describen que algunas subpoblaciones de este linaje 

podrían participar durante las fases agudas de una infección, independientemente de 

la diferenciación a células plasmáticas y su producción de anticuerpos. Entre ellos, 

células B "atípicas", que también son denominadas innatas a razón de que pueden 

montar una respuesta por expresar receptores tipo Toll (TLR), incluidas las células B 

DN que se expanden notablemente en procesos infecciosos crónicos, así como 

trastornos autoinmunes [121-123]. 

Además de la subpoblación DN2, que se ha reportado una expansión con anterioridad 

en LEG, infección por Hepatitis C o VIH [56,119,124], y actualmente en COVID-19 [116], se 

han descrito como precursores de células plasmáticas diferenciadas a través de la 

extrafolicular [56,107]; sin embargo aún no se ha profundizado sobre el posible papel de 

las otras subpoblaciones restantes del compartimento DN. Interesantemente, a lo largo 

de este trabajo encontramos alteraciones significativas de las subpoblaciones DN1, 

DN2 y DN3 durante el desarrollo agudo de la COVID-19. 

Como se pensó, la subpoblación DN2 presento un incremento en los casos COVID-19, 

expandiéndose acorde a la severidad de la enfermedad, pero fue más notable en 

pacientes críticos. Esta expansión puede ser posible por el relevante ambiente 

proinflamatorio presente en estos pacientes; en nuestro grupo de estudio, esto podría 

evidenciarse por la correlación positiva de estas células DN2 con las concentraciones 

de IL-18, sugiriendo que probablemente podría estar involucrada en su expansión 

debido que está asociada a respuestas inmunes tipo 1 y que parece ser necesaria para 

su diferenciación [108, 125]. En vista de que las células DN2 también demostraron 

correlaciones positivas con indicadores de severidad de la enfermedad (SpO2 o 

NEWS), la idea de un ambiente proinflamatorio contribuyente se reafirma nuevamente. 

No obstante, no podemos descartar la influencia directa de estas células en el 

agravamiento de la enfermedad ya que su perfil proinflamatorio ha sido descrito 

previamente [107,126]. 
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De igual forma que las células DN2, la subpoblación DN3 se incrementó con la 

severidad de la enfermedad, pero de manera más robusta. Inesperadamente, esta 

expansión está fuertemente asociada con un patrón asociado a un trastorno 

inflamatorio, donde los marcadores asociados a la inflamación se correlacionan 

positivamente con las proporciones de las células DN3, mientras que los parámetros 

ventilatorios presentan lo opuesto. También, la proporción aumentada de la 

subpoblación DN3 parece estar relacionada con desenlaces fatales en pacientes más 

graves, lo que nos hace sospechar una función proinflamatoria de estas células. 

Aunque aún no hay idea acerca de su función y origen, por el momento, la COVID-19 

parece ser la única condición reportada donde las células DN3 están expandidas, 

posicionándolas como candidatas interesantes para estudios adicionales. 

En contraparte, las células DN1 exhibieron una disminución en sus proporciones en los 

casos con COVID-19, severo, siendo más evidente en casos críticos. Cuando se realizó 

el análisis de correlación con los parámetros biológicos (variables clínicas/laboratorio y 

citocinas), los números de las células DN1 mostraron un comportamiento contrario al 

de las células DN2 o DN3, donde se presentaron varias correlaciones negativas con 

marcadores proinflamatorios y con un perfil de correlación positiva con parámetros 

ventilatorios. En consecuencia, una proporción elevada de células DN1 parece estar 

asociado con un curso de la enfermedad de menor intensidad e incluso con un mejor 

desenlace en pacientes hospitalizados. Una vez más, a razón de que no se reporta 

nada sobre las funciones de esta subpoblación, solo podemos debatir sobre su posible 

papel antiinflamatorio, ya que se ha descrito un conjunto de células con fenotipo similar 

a las DN1, se ha documentado que fomenta la proliferación de células T reguladoras 

(Treg) CD4+CD25hi in vitro [127]. Por esta razón, es probable que las células DN1 puedan 

tener propiedades de células B reguladoras (Breg) no descritas anteriormente, y de esta 

forma ayuden a mantener la homeostasis en los casos leves/moderados de COVID-19 

pero atenuándose en los casos graves o críticos. 

Por último, a medida que empleamos los porcentajes y números absolutos de las 

subpoblaciones DN junto con las características clínicas/de laboratorio y citocinas 

(descritos como biomarcadores de pronóstico relevantes en COVID-19 [8,9]) para un 
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enfoque multivariado, consideramos que la medición de estos compartimentos 

celulares definitivamente apoya la segregación de pacientes según la severidad de la 

enfermedad, donde las células DN1 y DN2/DN3 indican importantes contribuciones 

para diferenciar a los casos leves/moderados y graves/críticos, respectivamente, con 

una solidez semejante o incluso mejor que la mayoría de los parámetros estudiados 

aquí (Figura suplementaria 2).  

La utilidad de determinar estas subpoblaciones DN como biomarcadores potenciales 

para enfoques de pronóstico es una característica que no es posible determinar en 

nuestro estudio y debe abordarse mediante un estudio longitudinal que posiblemente 

arroje a la luz los posibles roles patogénicos o protectores funcionales de este 

compartimento. Además, es importante caracterizarlas a profundidad para describir 

posibles mecanismos con los que interactúen para favorecer un ambiente 

proinflamatorio o regulen la respuesta inmunológica.  
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Capítulo 5. 

Conclusiones 
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5.1 Conclusiones 

En conclusión, demostramos que en el compartimento de sangre periférica se pueden 

determinar diferentes estadios de maduración de las células B. En el contexto de la 

infección por SARS-CoV-2 encontramos alteraciones significativas en tres 

compartimentos: inmadura, efectora y DN, estos cambios pueden ser detectados en 

una etapa temprana de la enfermedad (<7 días) y se pueden asociar a la severidad del 

COVID-19. Este hecho apoya la noción de que las células B participan en momentos 

iniciales para contener y resolver procesos infecciosos.  También, estos cambios en las 

subpoblaciones de células B generan firmas que pueden determinar el fenotipo clínico 

de COVID-19 independientemente de los criterios empleados para definir la severidad 

de la enfermedad.  

Por otra parte, corroboramos que el compartimento de células B presenta un fenotipo 

que sugiere una activación mediante la vía extrafolicular. Esto lo observamos al valorar 

la expresión de CXCR5, quimiorreceptor fundamental para la activación folicular. En 

este trabajo demostramos que los pacientes muestran una reducción que inicia en el 

compartimento naïve y se sostiene en células B de memoria con cambio de isotipo y el 

compartimento DN. Además, reafirmamos que la presencia del factor T-bet está 

implicado en la respuesta de las células B contra agentes virales como se ha 

documentado con anterioridad por el aumento de su expresión. 

Adicional a la generación de perfiles definidos por los cambios en las subpoblaciones 

de células B, existe una correlación cercana con diferentes variables. Esto implica que 

la contracción o expansión de este compartimento celular presenta un cambio lineal 

con parámetros clínicos, que pueden apoyar el estado clínico del paciente y funcionar 

con un biomarcador en procesos patológicos. 

Finalmente, corroboramos la importancia de evaluar el compartimento B doble negativo. 

Primordialmente las alteraciones de las subpoblaciones DN1 y DN3. Respecto a las 

células DN1 están presentes en controles y pacientes que presentan un cuadro clínico 

no tan agresivo. En contraste, las células DN3 se expanden en presencia de un estado 

clínico de mayor severidad, entendiendo que el incremento de esta subpoblación en 
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COVID-19 está acompañado de un ambiente inflamatorio importante y trastornos en la 

hematosis. 

5.2 Trabajo a futuro 

En este trabajo se observaron diferentes cambios en el compartimento de células B, así 

como en fenotipo. Además, estos cambios se correlacionan con diferentes variables 

asociadas algún fenotipo clínico en particular por ello consideramos a desarrollar los 

siguientes aspectos a futuro: 

➢ Realizar un estudio longitudinal de los cambios en las subpoblaciones de células 

B para evaluar su potencial valor como biomarcador. 

 

➢ Estudiar los cambios fenotípicos y metabólicos de las células B en un ambiente 

hipóxico, para conocer la injerencia de este factor en su función. 

 

➢ Evaluar la eficiencia de la respuesta antiviral de las células B que no expresan 

quimiorreceptores para la activación folicular (CXCR5, CCR7) pero que expresan 

el factor de transcripción T-bet, con el fin de aclarar su efectividad para 

neutralizar agentes patógenos. 

 

➢ Caracterizar a profundidad el compartimento DN, en particular las 

subpoblaciones DN1 y DN3, para conocer su posible función en un estado 

fisiológico y patológico.  
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Apéndice A.  

Información adicional 
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Tabla suplementaria 1. Características clínicas de la enfermedad por Coronavirus 2019 de los 
pacientes (capítulo 3) y de los individuos sanos.  

Características 
Todos los 
pacientes 

(n=52) 

Leves/Moderados 
(n=19) 

Graves 
(n=16) 

Críticos 
(n=17) 

Género – n. (%) 
Femenino 
Masculino 

 
20 (38) 
32 (62) 

 

 
10 (53) 
9 (47) 

 

 
7 (44) 
9 (56) 

 

 
3 (18) 
14 (82) 

 

Edad en años – mediana 
(rango) 

46 (25-80) 39 (25-68) 48 (25-68) 52 (29-80) 

Diagnóstico de SARS-COV-2 
(%) 

PCR positive de hisopado 
nasofaríngeo 

 
52 (100) 

 

 
19 (100) 

 

 
16 (100) 

 

 
17 (100) 

 

Día con síntomas – mediana 
(rango) 

8 ±5.2 
(1-30) 

5 ±2.9 
(1-10) 

9 ±5.1 
(3-22) 

10 ±6.0 
(5-30) 

Síntomas – n. (%) 
Tos 

Cefalea 
Fiebre 
Disnea 

Artralgia 
Mialgia 

Odinofagia 
Congestión nasal 

Congestión conjuntival 
Náusea o vómito 

Diarrea 
Fatiga 

 
42 (81) 
30 (58) 
43 (83) 
31 (60) 
30 (58) 
34 (65) 
17 (33) 
15 (29) 
5 (10) 
0 (0) 

11 (21) 
27 (52) 

 
14 (74) 
14 (74) 
14 (74) 
5 (26) 
8 (42) 
10 (53) 
6 (32) 
5 (26) 
3 (16) 
0 (0) 

2 (10) 
9 (47) 

 
13 (81) 
8 (50) 

16 (100) 
11 (69) 
11 (69) 
11 (69) 
6 (37) 
5 (31) 
1 (6) 
0 (0) 

3 (19) 
8 (50) 

 
15 (88) 
8 (47) 
13 (76) 
15 (88) 
11 (65) 
13 (76) 
5 (29) 
5 (29) 
1 (6) 
0 (0) 
6 (35) 
10 (59) 

Signos vitales – mediana 
Presión arterial media 
Frecuencia cardiaca  

Frecuencia respiratoria 
SO2 

Temperatura 

 
90 ±11.5 
102 ±20.7 
25 ±8.2 
86 ±12.3 
37.2 ±0.7 

 

 
91 ±10.6 
94 ±20.9 
20 ±3.7 
95 ±1.7 

37.1 ±0.6 
 

 
91 ±10.9 
108 ±17.5 

24 ±5.5 
88 ±4.3 

37.2 ±0.8 
 

 
89 ±13.6 
107 ±21.4 
31 ±9.7 
75 ±15.3 
37.3 ±0.7 

 

Valores de laboratorio 
Cuenta de leucocitos 

Linfocitos totales 
Hemoglobina, g/dL 

Plaquetas, K/uL 
Creatinina, mg/dL 

Bilirrubina total, mg/dL 
Aspartato aminotransferasa, U/L 
Alanina aminotransferasa, U/L 

Proteína C reactiva, mg/dL 
Ferritina, ng/mL 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
7.0 ±2.3 

831.7 ±559.1 
15.2 ±1.4 
208 ±76.8 
0.8 ±0.2 
0.6 ±0.1 

49.6 ±34.1 
50.8 ±40.4 
54.1 ±173.2 
783 ±892.5 

 
10.8 ±4.6 

731 ±357.4 
15.3 ±2.2 
231 ±81.1 
2.4 ±5.4 
0.6 ±0.2 

124.3 ±242.8 
108.1 ±250.9 

15.9 ±7.1 
1747.7 ±3444.0 
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Lactato deshidrogenasa, U/L 
Dímero-D, ng/mL 
Troponina, pg/mL 

INR 

 
 

 
 

347.4 ±160.4 
990.9 ±1498 

5.3 ±2.7 
1.1 ±0.09 

541.3 ±240.1 
1127 ±796.7 
257.7 ±570.8 

1.2 ±0.7 

Escalas de severidad 
qSOFA 
NEWS 

PSI-PORT 

 
 

 
 

 
1 ±0.6 
7 ±2.0 

54 ±24.0 

 
1 ±0.8 
8 ±2.9 

92 ±41.0 

Complicaciones – n. (%) 
Shock 

Infecciones secundarias 
  

 
0 (0) 
1 (6) 

 
3 (18) 
8 (47) 

Valores de gasometría 
FiO2 

pH Art 
PaO2 Art 

PaCO2 Art 
HCO3 

Lactato 
Índice de Kirby 

 
 
 

 
 

 
27 ±13.1 

7.43 ±0.09 
70.0 ±30.5 
30.5 ±3.1 
21.8 ±1.7 
1.3 ±0.6 

271.5 ±78.4 

 
48 ±22.0 

7.42 ±0.09 
63.4 ±28.0 
30.1 ±3.2 
19.8 ±3.5 
2.1 ±1.6 

163.2 ±113.8 

Desenlace – n. (%) 
Admisión hospitalaria 

Defunción 
Mejora clínica 

 
 
 

 
0 (0) 
0 (0) 

19 (100) 

 
16 (100) 

0 (0) 
16 (100) 

 
15 (100) 

9 (53) 
4 (23) 

Individuos sanos 
Edad 

Género 
Femenino 
Masculino 

 
37 (32-41) 

 
3 
4 
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Tabla suplementaria 2. Números absolutos de las subpoblaciones de las células B. 

Subpoblación 
celular 

Control 
Leves/ 

Moderado
s 

Graves Críticos 
P value (Leves/ 
Moderados vs 

Graves) 

P value (Leves/ 
Moderados vs 

Críticos) 

Células B 
cuenta/mL 

58,310 
(36,971-
68,804) 

99,810 
(54,599-
166,600) 

73,041 
(39,747-
108,953) 

67,147 
(29,062-
101,090) 

ns ns 

Memoria 
Clásica 

cuenta/mL 

20,925 
(19,214-
25,679) 

23,126 
(12,956-
37,155) 

14,258 
(6,412-
18,904) 

17,593 
(6,379-
24,273) 

0.018 0.048 

USwM  
cuenta/mL 

2,867 
(1,630-
3,375) 

2,667 
(1,821-
4,522) 

1,030 
(510-
1,848) 

1,316 
(606-
2,136) 

0.001 0.007 

SwM  
cuenta/mL 

18,425 
(16,125-
22,080) 

20,328 
(10,240-
32,953) 

11,353 
(5,689-
16,401) 

15,847 
(5,655-
21,351) 

0.02 ns 

ASC  
cuenta/mL 

334 (162-
437) 

1,276 
(669-
1,725) 

1,127 
(922-
2,781) 

909 (296-
3,082) 

ns ns 

T1/T2  
cuenta/mL 

697 (544-
976) 

7,497 
(2,065-
9,608) 

1,674 
(602-
5,098) 

1,433 
(473-976) 

0.006 0.006 

TrCD21-/lo  
cuenta/mL 

137 (71-
297) 

2,626 
(549-
3,503) 

810 (304-
1,616) 

695 (106-
3,043) 

ns 0.02 

TrCD21+ 

cuenta/mL 
571 (461-

803) 

4,376 
(1,312-
6,120) 

304 (38-
1,785) 

358 (272-
1,981) 

0.0002 0.002 

Memoria No 
Clásica  

cuenta/mL 

8,945 
(3,013-
12,604) 

11,578 
(9,270-
18,929) 

12,579 
(5,685-
16,615) 

9,912 
(2,678-
16,499) 

ns ns 

M CD27-IgD- 
cuenta/mL 

4,321 
(1,956-
7,114) 

7,691 
(6,068-
12,274) 

7,597 
(3,839-
1,678) 

6,556 
(1,496-
9,592) 

ns ns 

M CD27-IgD+ 
cuenta/mL 

2,641 
(1,054-
4,603) 

3,838 
(2,977-
9,169) 

3,064 
(1,399-
5,664) 

3,008 
(1,338-
5,565) 

ns ns 

DN  
cuenta/mL 

7,706 
(4,436-
10,009) 

14,439 
(7,964-
25,352) 

10,240 
(5,605-
25,317) 

15,919 
(4,334-
19,937) 

ns ns 

DN1 
cuenta/mL 

3,818 
(3,235-
5,219) 

6,414 
(3,752-
11,897) 

3,605 
(1,595-
5,127) 

3,586 
(500-
6,751) 

0.008 0.009 

DN2 
cuenta/mL 

30 (14-
245) 

46 (24-98) 
82 (24-

477) 
24 (0-46) ns ns 

DN3 
cuenta/mL 

2,862 
(1,122-
5,580) 

5,044 
(2,992-
13,778) 

5,962 
(2,924-
20,086) 

10,446 
(2,558-
14,506) 

ns ns 

DN4 
cuenta/mL 

4 (2-10) 0 (0-18) 0 (0-14) 0 (0-12) ns ns 

Naïve  
cuenta/mL 

12,131 
(7,814-
22,430) 

20,113 
(7,649-
56,431) 

16,885 
(7,053-
30,327) 

13,380 
(4,928-
28,841) 

ns ns 

resN  
cuenta/mL 

12,066 
(7,755-
22,361) 

17,567 
(7,649-
56,268) 

16,761 
(7,035-
30,111) 

13,279 
(4,902-
28,748) 

ns ns 

actN  
cuenta/mL 

62 (32-71) 
82 (41-

333) 
128 (57-

260) 
90 (9-152) ns ns 
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Los datos obtenidos son presentados con la mediana (IQR). Los valores de P de las comparaciones de 
casos leves/moderados y graves o críticos fueron obtenidos a través de un ANOVA no paramétrico de 
Kruskal-Wallis y la prueba corregida de Dunn. IQR, rango intercuartílico. 
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Tabla suplementaria 3. Análisis comparativo de los porcentajes de las subpoblaciones de células 
B de pacientes con COVID-19 vs. controles sanos pareados por edad. 

Subpoblación de Células B 
p-Value 

(Controles vs pacientes con 
COVID-19) 

Test 

T1/T2 (%) 0.0030** U 

TrCD21-/lo (%) 0.0009*** U 

TrCD21+ (%) 0.0057** U 

ASC (%) 0.019** U 

Memoria Clásica (%) 0.0493* t 

USwM (%) 0.0102* U 

SwM (%) 0.0859+ t 

DN (%) Ns U 

DN1 (%) 0.0617+ U 

DN2 (%) Ns U 

DN3 (%) 0.0285* U 

DN4 (%) Ns U 

Naïve (%) Ns U 

resN (%) Ns U 

actN (%) Ns U 

 

*** p ≤ 0.001; ** p ≤ 0.01; * p ≤ 0.05; + p ≤ 0.1 

Los valores de p fueron obtenidos por test de U-Mann-Whitney o t de student entre controles sanos (n=7) 
y pacientes con COVID-19 (n=11). El rango de edad se realizó en individuos entre 32-41 años.  
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Tabla suplementaria 4. Características clínicas de la enfermedad por Coronavirus 2019 de los 
pacientes (capítulo 4) y de los individuos sanos. 

Características 
Controles 

sanos 
(n = 15) 

Todos los 
pacientes 

(n = 91) 

Leves/ 
moderados 

(n = 24) 

Graves 
(n = 35) 

Críticos 
(n = 32) 

Género—n. (%) 

Femenino 6 (40) 31 (34) 10 (42) 16 (46) 5 (16) 

Masculino 9 (60) 60 (66) 14 (58) 19 (54) 27 (84) 

Eda den años—
mediana (rango) 

45 (24–64) 48 (23–80) 32 (25–68) 50 (23–80) 54 (33–80) 

Diagnóstico de SARS-COV-2 (%) 

PCR + (hisopado 
nasofaríngeo) 

0 (0) 91 (100) 24 (100) 35 (100) 32 (100) 

Días con 
síntomas—

mediana (rango) 
NA 

7 ± 5.1 (1–
30) 

3.5 ± 4.3 (1–
21) 

9 ± 4.7 (1–
22) 

8 ± 5.2 (3–
30) 

Medida de severidad de la enfermedad y signos vitales—mediana ± SD 

NEWS ND 8 ± 3.66 2 ± 1.56 8 ± 2.55 10 ± 2.19 

Frecuencia 
respiratoria 

ND 24 ± 9.99 18 ± 3.57 24 ± 6.95 35.5 ± 9.23 

SO2 ND 88 ± 17.18 95 ± 2.2 88 ± 9.69 62 ± 17.53 

PaO2/FiO2 ND 244 ± 108.5 
304.8 ± 11.3

3 
247 ± 104.7 98 ± 82.2 

Valores de laboratorio—mediana ± SD 

Leucocitos, 
células/μL 

5200 ± 1189 8200 ± 4620 6200 ± 3833 7900 ± 3837 
10,950 ± 514

6 

Linfocitos,    
células/μL 

1058 ± 516.4
0 

925 ± 689.50 1435 ± 1023 851 ± 363.3 695 ± 441 

neutrófilos,      
células/μL 

ND 6100 ± 4936 3715 ± 1618 6100 ± 3768 9158 ± 5761 

Índice neutrófilo -   
linfocito 

ND 6.75 ± 14.28 2.29 ± 9.15 6.75 ± 7.41 12.56 ± 19.5 

Albumina, g/dL ND 3.6 ± 0.69 4.63 ± 0.36 3.74 ± 0.45 3.1 ± 0.49 
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Alanina 
aminotransferas

a, U/L 
ND 37.5 ± 4865 25.5 ± 18.8 40 ± 7447 37.9 ± 186 

Aspartato 
aminotransferas

a, U/L 
ND 36.8 ± 118 23 ± 8.27 47 ± 28.36 45.8 ± 183.2 

Proteína C 
reactiva, mg/dL 

ND 11.4 ± 9.94 0.77 ± 3.26 9.99 ± 8.83 18.37 ± 9 

Lactato 
deshidrogenasa, 

U/L 
ND 

330.5 ± 199.
7 

178.5 ± 36.2
3 

304 ± 122.8 501 ± 212.1 

Fibrinógeno, 
mg/dL 

ND 
611.5 ± 192.

8 
353 ± 110.3 

611.5 ± 172.
1 

654 ± 161 

Dímero-D, ng/mL ND 672 ± 2329 313 ± 136.6 
497.5 ± 913.

4 
1472 ± 3224 

Troponina, 
pg/mL 

ND 5.7 ± 286.4 2.05 ± 1.21 4.2 ± 5.24 14.8 ± 433.5 

Concentración de citocinas —mediana ± SD 

IL-1RA, pg/mL ND 60.2 ± 387.6 
47.98 ± 36.1

9 
57.13 ± 249.

2 
92.08 ± 587 

IL-6, pg/mL ND 
24.19 ± 95.4

3 
13.27 ± 69.1

8 
21.13 ± 60.2

5 
42.13 ± 133 

IL-10, pg/mL ND 15.3 ± 84.41 
13.38 ± 25.4

7 
14.71 ± 108.

3 
25.94 ± 84.17 

IL-18, pg/mL ND 632 ± 546.4 
516.7 ± 215.

9 
555.9 ± 705.

2 
987.6 ± 420 

MCP-1, pg/mL ND 
531.7 ± 387.

3 
497 ± 867.5 

541.5 ± 270.
6 

601.3 ± 525.6 

IP-10, pg/mL ND 1621 ± 2084 1081 ± 12.02 1701 ± 2031 3194 ± 2412 

Desenlace—n. (%) 

Admisión 
hospitalaria 

0 (0) 67 (74) 0 (0) 35 (100) 32 (100) 

Defunción NA 18 (20) 0 (0) 4 (11) 14 (44) 

Mejoría clínica NA 73 (80) 24 (100) 31 (89) 18 (56) 

NA: No Aplica, ND: No Determinado, SD: Desviación Standard. 
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Figura suplementaria 1. Matriz de correlación entre las subpoblaciones de células B de los 
pacientes con COVID-19. La matriz compara todas las subpoblaciones de células B resultantes de las 
poblaciones parentales, muestran los valores del coeficiente de Spearman según la escala de color 
lateral derecho; la intensidad del color de los números denota la fuerza de correlación. Los valores 
enmarcados con azul, verde y amarillo indican un número elevado de correlaciones moderadamente 
fuertes en las subpoblaciones Tr CD21-, DN4 y resN, razón por la cual son susceptibles para excluirlas 
del análisis de agrupación jerárquico. 
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Figura suplementaria 2. Gráfico de barras con la contribución acumulada de los componentes PC1-
PC3 de todos los parámetros evaluados. La línea discontinua roja indica el valor promedio esperado, 
estipulando el caso de que cada variable contribuya uniformemente (contribución del 100% dividida por 
el número total de variables las cuales son 29). De todos los parámetros presentados, DN2%, DN2#, 
DN3#, RR, SO2, PaFi, Nt, NT/LT, Alb, CRP, LDH, Fib, NEWS e IP-10 representan variables esenciales 
para los componentes PC1-PC3, considerando que su contribución esta arriba de la línea de referencia.   
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