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RESUMEN 

Las células dendríticas (DC, del inglés Dendritic cells) son células del sistema inmune 

innato que en sangre periférica se dividen en DC convencionales (cDC) y DC 

plasmacitoides (pDC). Las DC expresan una gran variedad de receptores para 

reconocer componentes bacterianos y virales, entre los que se encuentran los 

receptores tipo toll (TLR). Al recibir señales a través de TLR las DC se activan y esto 

tiene como consecuencia un aumento en la expresión de marcadores de activación 

(CD86, CD80 y CD40) importantes en la interacción con los linfocitos T, además de la 

producción de citocinas proinflamatorias. En el plasma de los individuos infectados por 

el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) adicional a la presencia del virus se ha 

descrito que existen productos bacterianos circulantes, indicadores del proceso de 

translocación microbiana del lumen intestinal a la circulación, los cuales favorecen la 

activación crónica del sistema inmune y progresión de la infección. Se ha descrito que 

los individuos VIH+ capaces de controlar la replicación del virus en ausencia de 

tratamiento antirretroviral, tienen menor concentración de productos bacterianos en 

comparación con los individuos progresores los cuales además tienen alta carga viral 

en circulación. De esta forma es posible que la presencia de productos bacterianos y 

virales impacte de forma diferente la función de las DC en estos dos grupos de 

individuos VIH+.  

Para determinar si la función de las DC se afecta diferencialmente por la presencia de 

productos bacterianos y virales en los individuos VIH+, en el presente trabajo se evaluó 

si las DC de los individuos VIH+ controladores y virémicos tienen diferencias en la 

expresión de marcadores de activación y capacidad de respuesta a estímulos de 

activación, como los ligandos de TLR-4/8/9.  

Los individuos VIH+ se clasificaron en dos grupos de acuerdo a su carga viral en plasma 

(CVp): controladores (CTs) y virémicos. Se incluyeron como controles individuos no 

infectados (VIH-). La frecuencia y fenotipo de las DC de estos individuos se determinó 

por citometría de flujo multiparamétrica. Adicionalmente, células mononucleares de 

sangre periférica (PBMC) se estimularon con ligandos de TLR y se evaluó el cambio en 
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la expresión de marcadores de activación y la producción intracelular de citocinas en las 

DC. 

Se encontró que las DC de individuos VIH+ CTs y virémicos tienen un fenotipo de 

activación parcial distinto, ex vivo. Los individuos virémicos se caracterizaron por la 

mayor expresión de CD40 en sus cDC y pDC, en tanto que los CTs se diferenciaron por 

la mayor expresión de CD86 y CD47 en cDC, y sólo CD47 en las pDC. Se encontró que 

las cDC y pDC de los individuos virémicos en respuesta a LPS y a ssRNA40, 

respectivamente, presentaron mayor capacidad de producir TNF-α que las DC de los 

CTs. De forma interesante se encontró que la frecuencia de cDC TNF-α+ correlaciona 

positivamente con la CVp, lo que sugiere que la producción de TNF-α+ por las cDC 

pudieran participar en la progresión de la infección.  

La activación parcial de las DC y la sobreproducción de TNF-α en los individuos 

virémicos sugieren que estas células contribuyen a la activación crónica descrita en 

estos individuos. En contraste, las DC de los CTs parecen tener una respuesta regulada 

a la activación por TLR, indicando que estos individuos responden de manera diferente 

a la activación inmune crónica. Estos resultados pueden ser relevantes para el 

desarrollo de vacunas y terapias contra el VIH en que se propone el uso de DC.  

 

  

 

 

 

 

.  
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ABSTRACT 

Dendritic cells (DC) are cells of the innate immune system, which in peripheral blood are 

divided in conventional DC (cDC) and plasmacytoid DC (pDC). DC have a large number 

of receptors that recognize bacterial and viral components, among them Toll-like 

receptors (TLR). DC´s activation through TLR causes the expression of activation 

markers (CD86, CD80 and CD40) and proinflammatory cytokine production. It has been 

described that bacterial products circulate in plasma of individuals infected with the 

human immunodeficiency virus (HIV), may be due to the microbial translocation, which 

promotes the chronic immune activation and progression of HIV infection. It has been 

reported that HIV+ individuals that partially control virus replication without antiretroviral 

therapy, have lower concentration of bacterial products than progressing individuals, 

with high plasma viral load. In this way, it is possible that the presence of bacterial and 

viral products may have a differential impact on DC function in these two groups of HIV+ 

individuals. 

To determine if bacterial and viral products affect DC function in HIV+ individuals, we 

asked if DC from HIV+ viremic and controller individuals have a different expression of 

activation markers and responses to stimulation with TLR ligands (TLR-4/8/9). 

 

We classified HIV+ individuals in two groups according to their plasma viral load (pVL): 

controllers (CTs) and viremics. HIV- individuals were included as controls. The frequency 

and phenotype of DC were evaluated by multiparametric flow cytometry. In addition, 

peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from the different study groups were 

stimulated with TLR ligands, and the phenotype and intracellular production of cytokines 

by DC were evaluated. 

We found that DC from HIV+ viremic and CT individuals showed a differential partially 

activated phenotype ex vivo. The cDC and pDC from viremic individuals were 

characterized by CD40 expression. In contrast, cDC from CT individuals were 

characterized by the expression of CD86 and CD47, and pDC only by CD47. After TLR 

activation the DC showed also different features. cDC and pDC from the viremic 

individuals produced more TNF-α in response to LPS and ssRNA40 respectively, 
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compared to cDC and pDC from CTs. However, the percentage of TNF-α+ cDC 

correlates positively with pVL, which suggests that the increased production of TNF-α+ 

by cDC might participate in the progression of infection.  

 

The partial activation of DC and the overproduction of TNF-α in response to TLR ligands 

in HIV+ viremic individuals might contribute to the increased chronic activation described 

in these individuals. In contrast, DC from CTs seem to have a regulated response to 

TLR activation, indicating that these cells may respond differently to chronic activation. 

These results may have implications in the development of HIV therapies and vaccines 

using DC. 
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1. ANTECEDENTES 

Para iniciar una respuesta inmune adaptativa es necesario que los linfocitos T 

reconozcan a través de su receptor de células T (TCR) péptidos específicos unidos a 

moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC), además de señales 

adicionales dadas por moléculas coestimuladoras y citocinas, indispensables para su 

activación, expansión y diferenciación. Se ha propuesto que las células dendríticas (DC, 

del inglés Dendritic cells) pueden ser las células presentadoras de antígeno (APC del 

inglés antigen presenting cells) más importantes en el inicio de una respuesta inmune 

(RI) (Bennett et al., 2005; Jung et al., 2002; Muraille et al., 2005). Inclusive dependiendo 

de las condiciones de su activación pueden polarizar la RI, pero también participar en la 

inducción de tolerancia inmunológica. De esta forma se propone que una adecuada 

activación y función de las DC es crucial para inducir una respuesta inmune capaz de 

controlar una infección y/o favorecer mecanismos de homeostasis, para evitar el 

desarrollo de enfermedades autoinmunes.  

 

1.1 Generalidades de las Células Dendríticas  

Las DC son una población celular heterogénea (Shortman and Liu, 2002). Todas las DC 

son capaces de capturar antígenos, procesarlos y presentarlos a linfocitos T “naive”, 

pero difieren en su localización, rutas de migración, función inmunológica y 

dependencia de infección o estímulo inflamatorio para su generación. Las DC en 

humanos se han clasificado en dos grupos principales: DC plasmacitoides (pDC) y DC 

convencionales (cDC).  

Las pDC son células redondas, sin morfología de dendrítica, relativamente de larga vida 

y circulantes, las cuales después de un estímulo viral o infección microbiana producen 

grandes cantidades de interferones tipo I (IFN-α e IFN-β). El mismo estímulo 

inflamatorio también inicia la conversión de DC plasmacitoides a una forma dendrítica y 

la célula adquiere algunas propiedades de procesamiento y presentación de antígenos 

de DC (Liu, 2005; O'Keeffe et al., 2002; Yoneyama et al., 2004). Se distinguen por la 
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expresión en su membrana celular de B220, CD123 y niveles intermedios de CD11c 

(Barchet et al., 2005a). 

Las cDC tienen morfología de dendrítica y son eficientes al realizar su función de APC. 

Esta subpoblación de DC se han dividido en DC migratorias y DC residentes de tejido 

linfoide. Las cDC migratorias tienen la función de centinelas, capturan antígenos de la 

periferia y migran a través de la linfa a los ganglios linfáticos en respuesta a estímulos 

inflamatorios, dicha migración también ocurre en ausencia de inflamación aunque a una 

menor tasa de migración (Huang and MacPherson, 2001).  

Las células de Langerhans (LC) de la epidermis son el modelo de cDC migratorias 

(Romani et al., 2003; Schuler and Steinman, 1985). En contraste, las cDC residentes no 

migran a través de la linfa, su función e historia de vida está restringida a un órgano 

linfoide donde presentan antígenos propios y extraños (Shortman and Naik, 2007).  

En humanos las DC que mejor se han estudiado son las que se encuentran en sangre 

periférica, debido a la fácil disponibilidad de estas muestras y se han clasificado en dos 

subtipos principalmente: las cDC, que comparten algunos marcadores con las DC 

migratorias, y las pDC. En la siguiente tabla se resumen algunos marcadores que 

caracterizan a los diferentes subtipos de DC. 
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Tabla 1. Características de los subtipos de DC migratorias y de sangre periférica 
en humano. (Barchet et al., 2005b; Iwasaki and Medzhitov, 2004; Ueno et al., 2007)

 

 

En la mayoría de tejidos las DC se encuentran en lo que se denomina estado inmaduro, 

en este estado no son capaces de estimular linfocitos T. Ya que estas células carecen 

de moléculas accesorias requeridas para la activación de linfocitos T, como CD40, 

CD80 y CD86; pero se encuentran equipadas para capturar antígenos. Las DC 

inmaduras pueden identificar patógenos directamente por el reconocimiento de 

patrones moleculares asociados a patógenos (PAMP) usando receptores de 

reconocimiento de patrones (PRR) altamente conservados como los receptores tipo Toll 

(TLR) (Medzhitov et al., 1997). Las cDC y pDC de humanos tienen expresión diferencial 

de TLR (Gilliet et al., 2008; Jarrossay et al., 2001; Kadowaki et al., 2001; Takeuchi and 

Akira, 2010; Ueno et al., 2007), como se observa en la tabla 1, y se ha sugerido que por 
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esta expresión diferencial las cDC podrían ser más efectivas en el control de bacterias y 

las pDC en respuesta a virus.  

Una vez que las DC reciben señales de activación, se inicia el proceso de maduración, 

que tiene como consecuencia la modificación de sus marcadores de superficie, 

especialmente de moléculas que participan en la activación de los linfocitos T (MHC 

clase II, CD80, CD86, CD40), además de la secreción de citocinas (IL-12, TNF-α, IFN-I) 

cruciales para la inducción de respuesta inmune y su polarización. Así también el 

proceso de maduración de las DC puede inducir tolerancia inmune propiciando la 

diferenciación a linfocitos Treg. La maduración de las DC se ha asociado también con 

un aumento en su capacidad de procesar y presentar antígenos, principalmente de 

origen exógeno por moléculas de MHC clase I (transpresentación) (Gil-Torregrosa et 

al., 2004).  

 

Figura 1. Maduración de DC (Basado en Banchereau & Steinman, 1998). 

 

De acuerdo con lo descrito, las DC son células importantes en el inicio de la respuesta 

inmune adaptativa, y es posible que tanto las cDC como las pDC tengan un papel 

Estímulos de maduración:
TLRs, NK, NKT, CD40, 

citocinas

DC inmadura DC madura

Alto MHCII intracelular

Endocitosis, incluyendo FcR

Bajo CD54, CD58, CD80, CD86

Bajo CD40, IL-12

Bajo CD83, p55

Alto MHCII en superficie

Baja endocitosis y FcR

Alto CD54, CD58, CD80, CD86

Alto CD40, IL-12

Alto CD83, p55
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crucial en la infección por VIH para inducir una respuesta de células T específicas 

contra el virus. Además se ha propuesto que las DC debido a su ubicación y capacidad 

de migración pueden ser usadas por el VIH para llegar a órganos linfoides, sitios donde 

el virus se replica e infecta a sus células blanco. 

 

1.2 Infección por el VIH y su Patogénesis  

El virus de inmunodeficiencia humana (VIH) infecta principalmente a linfocitos T CD4+, 

dando como resultado perdida de su función y muerte celular. La pérdida gradual de 

estas células aumenta la susceptibilidad a infecciones oportunistas y eventualmente 

culmina en el síndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA). 

 

El tiempo de progresión hacia la fase de SIDA en los individuos infectados con VIH es 

variable, y se han categorizado en: progresores típicos, que son la mayoría de los 

individuos (70-80%), sus linfocitos CD4+ disminuyen gradualmente y de no tomar 

tratamiento desarrollan SIDA en un periodo de entre 6-10 años después de infectarse; 

rápidos progresores, representan el 10-15% de los individuos con VIH, sus linfocitos T 

CD4+ disminuyen rápidamente y desarrollan SIDA en un periodo de 2 a 3 años después 

de infectarse y progresores lentos o no progresores de largo plazo que son aquellos 

individuos (menos del 5%) que permanecen por más de 10 años con las cuentas de 

linfocitos CD4+ en parámetros normales y en general baja carga viral (Langford et al., 

2007; Pantaleo and Fauci, 1996). Existe un grupo privilegiado de individuos con VIH 

que son capaces de controlar la replicación viral de forma natural, por al menos un año, 

en ausencia de terapia antirretroviral, a estos se les ha denominado controladores 

virémicos, este grupo mantiene cargas virales en plasma de 50 a 2000 copias de RNA/ 

mL y controladores elite si su carga viral se encuentra indetectable, por debajo de 50 

copias de RNA/mL (Walker, 2007). Se sabe que estos individuos mantienen 

relativamente estable la cuenta de linfocitos T CD4+ y que estas células son capaces de 

proliferar y activarse bajo estimulación con RNA del VIH (Emu et al., 2005). Esto 

también se ha observado en linfocitos T CD8+ (Blankson, 2010; Emu et al., 2005; 
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Friedrich et al., 2007), la adecuada función de estas células explica al menos 

parcialmente la contención de la infección. 

Adicional a la pérdida de células T CD4+, se ha descrito que la activación crónica del 

sistema inmune en la infección por VIH puede favorecer y predecir la progresión hacia 

la etapa de SIDA. Lo anterior, debido a que incluye procesos moleculares y celulares 

(activación de células, proliferación, muerte celular y secreción de moléculas) que trae 

como consecuencia un estado inflamatorio crónico y daño del tejido linfoide (Appay and 

Sauce, 2008; Brenchley et al., 2006; Hazenberg et al., 2003; Paiardini and Muller-

Trutwin, 2013).  

La activación inmune crónica se manifiesta por mayor frecuencia de marcadores de 

activación (HLA-DR, CD38) y de proliferación (Ki-67) en células T CD4+ y CD8+, esta 

activación no se restringe a células específicas contra determinantes del VIH o SIV 

(virus de inmunodeficiencia en simios), sino involucra la activación de linfocitos T no 

específicos contra VIH, activados por reactividad cruzada o por citocinas (Paiardini and 

Muller-Trutwin, 2013). El aumento en el número de linfocitos T CD8+CD38+HLA-DR+ se 

ha asociado con la disminución en la cuenta de células T CD4+ y el desarrollo de SIDA 

(Giorgi and Detels, 1989). Incluso se ha encontrado que la expresión de CD38 en 

linfocitos T CD8+ predice el avance de la enfermedad mejor que la cuenta de células T 

CD4 y la CVp (Giorgi et al., 1999; Giorgi et al., 2002). Además, se ha documentado que 

existe un aumento en la concentración de marcadores inmunes en el plasma de los 

individuos infectados por VIH, entre los primeros que se describieron se encuentran 

neopterina, beta2 microglobulina, el receptor de TNF II soluble (sTNF-RII), IL-2R (Aziz 

et al., 1999; Fuchs et al., 1988). Citocinas como factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-α), 

IL-1β e interferón-alfa y gama (IFN-α y IFN-γ) (Barcellini et al., 1996; Jacquelin et al., 

2009; Manches and Bhardwaj, 2009b; Rizzardi et al., 1996; Sinicco et al., 1993) y 

citocinas anti-inflamatorias como IL-10 y TGF-β1 (Wiercinska-Drapalo et al., 2004) se 

encuentran aumentadas en el plasma de individuos infectados con VIH y se han 

asociado con la progresión a la etapa de SIDA. 

También se ha descrito que dentro de las primeras semanas de la infección por VIH o 

SIV existe una depleción masiva de las células T CD4+ de memoria, intraepiteliales y de 
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lámina propia (Grossman et al., 2006); el número de estas células permanece bajo 

durante la progresión de la infección. La pérdida de estas células se ha vinculado con el 

proceso de translocación de productos bacterianos del lumen intestinal a la circulación, 

favoreciendo la activación crónica del sistema inmune y la progresión de la infección 

(Brenchley et al., 2006).  

Es posible que la muerte celular en el tejido intestinal y mediadores inflamatorios dañen 

la integridad de las mucosas, lo cual favorezca la translocación de productos 

bacterianos como el peptidoglicano, ácidos lipoteicoicos, LPS, flagelina, RNA ribosomal 

y RNA con repeticiones CpG hipometilado. Estas moléculas son ligandos de receptores 

tipo Toll (TLR) y pueden participar en la activación de varias poblaciones celulares del 

sistema inmune e inducir la producción de citocinas proinflamatorias como TNF-α, IL-6, 

IL-1β e IFN-I (Birx 1990, Molina 1989). La presencia de citocinas también promueve el 

daño a las mucosas volviéndose un ciclo crónico, por ejemplo la sobreproducción de 

TNF daña la integridad de las barreras epiteliales del tracto gastrointestinal debido a 

que induce la apoptosis de los enterocitos, favoreciendo la translocación de productos 

bacterianos (Ruemmele et al., 2002).  

 

Brenchley y colaboradores demostraron que en individuos infectados con VIH y 

animales susceptibles infectados con SIV hay mayor concentración de LPS en plasma 

en comparación con individuos no infectados, así como también CD14 soluble (sCD14) 

y proteína de unión a LPS (LBP) (marcadores indirectos de la presencia de LPS en 

plasma). La concentración de LPS se encontró asociada positivamente con la 

concentración de IFN-α y la frecuencia de células T CD8+ que expresan los marcadores 

CD38+ y HLA-DR+, marcadores de activación crónica. Así mismo, los individuos 

controladores elite tienen mayor concentración de LPS y sCD14 que los individuos sin 

VIH pero menor que los individuos que progresan, lo que sugiriere que en estos 

individuos hay translocación de productos bacterianos a pesar de tener cargas virales 

indetectables. En este trabajo mostraron que los CTs elite tienen mayor concentración 

de EndoCAb que los individuos progresores, EndoCAb son anticuerpos que se une a 

LPS y lo elimina de la circulación, lo cual sugiriere que los CTs mantienen mecanismos 
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que atenúan al LPS, disminuyen la activación inmune y la progresión de la infección. 

Así también los individuos con terapia antirretroviral (carga viral indetectable) disminuye 

la concentración de LPS en plasma, pero aun así mantienen niveles por arriba de los 

individuos sin infección. Estos resultados sugieren que el incremento en la translocación 

de productos bacterianos contribuye directamente a la activación crónica del sistema 

inmune y determinan la progresión a la etapa de SIDA. (Brenchley et al., 2006). 

 

1.3 Células Dendríticas en la infección por VIH 

De acuerdo con la descripción anterior la infección por VIH también involucra factores 

celulares y moleculares que pueden afectar la función de las DC de estos individuos, lo 

cual podría ser crucial para inducir una respuesta adaptativa específica contra el VIH. 

El VIH potencialmente puede infectar a subpoblaciones de DC, debido a que estas 

expresan marcadores como CD4, CCR5 y CXCR4, que son proteínas usadas por el 

VIH para infectar a las células. Varios estudios han demostrado que las DC son 

susceptibles a ser infectadas por el VIH in vitro (Langhoff et al., 1991; Lore et al., 2005; 

Patterson and Knight, 1987; Smed-Sorensen et al., 2005; Yonezawa et al., 2003) pero 

la infección de estas células in vivo aún está en discusión (Cameron et al., 1992; 

Donaghy, 2003). Así también se ha reportado que las DC no son el mejor reservorio del 

VIH in vivo (Otero et al., 2003). De igual forma existe controversia en la capacidad de 

las DC de individuos VIH+ para estimular la proliferación de los linfocitos T. Mientras 

que en algunos trabajos reportan una capacidad baja de las DC para estimular células 

T alogénicas (Donaghy, 2003), otros reportan que no hay diferencia con sujetos sanos 

en inducir dicha respuesta (Cameron et al., 1992; Chehimi et al., 2002).   

Las DC se encuentran ampliamente distribuidas en todo el organismo y debido a su 

localización se ha propuesto que son las primeras células que entran en contacto con el 

VIH, éstas pueden migrar e iniciar la respuesta inmune pero también se sugiere que 

median la diseminación del virus a las células T en órganos linfoides in vivo 

(Geijtenbeek et al., 2000). Esto se debe a que las DC además de expresar los 

receptores primarios de unión al VIH (CCR5 y CXCR4) expresan varios receptores 
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lectina tipo C que pueden unirse a la glicoproteína gp120 de la envoltura del VIH, entre 

estos receptores se encuentran: langerina (CD207) en las células de Langerhans, el 

inmunoreceptor de DC (DCIR) en cDC del subepitelio y lamina propia, DC-SIGN y 

receptor de manosa en DC dérmicas y antígeno de células dendríticas en sangre 

(BDCA-2) en pDC (Manches et al., 2014). Se ha propuesto que el destino del VIH 

depende del receptor al que se une, el subtipo de DC, estado de maduración e 

interacción con otras células. Se ha demostrado que la unión del VIH a DC-SIGN 

favorece que el virus se mantenga en compartimentos endosomales y no se degrade, 

así al llegar a órganos linfoides el virus intacto puede entregarse a las células T y 

llevarse a cabo una sinapsis infecciosa (Geijtenbeek et al., 2000). En cambio la captura 

del VIH a través de Langerina direcciona los viriones a compartimentos ácidos donde 

son rápidamente degradados (de Witte et al., 2007). Se ha descrito que las pDC 

pueden endocitar al VIH y lo mantienen en endosomas tempranos, para favorecer la 

producción sostenida de interferones tipo I a través de señalización que involucra TLR 

(O'Brien et al., 2011).  

Como se mencionó, la translocación de los productos microbianos puede ser uno de los 

principales contribuyentes de la activación del sistema inmune innato y por lo tanto de 

las DC. Los TLR tienen un papel importante en la activación de dichas células ya que 

reconocen patrones moleculares asociados a patógenos o microrganismos (PAMP o 

MAMP). En la figura 2 se propone que, de acuerdo a las funciones descritas de las DC, 

ambas cDC y pDC pueden contribuir a la eliminación de células infectadas por el VIH al 

presentar antígenos y activar a las células T CD8+, permitiendo su diferenciación a 

células T citotóxicas. Por la secreción de citocinas inflamatorias, entre ellas IFN-I, las 

DC pueden inducir la activación de las células NK, las cuales contribuyen a la 

eliminación de las células infectadas por el VIH. Los IFN-I pueden actuar directamente 

sobre células infectadas para activar rutas antivirales intrínsecas o pueden inducir la 

expresión de ligandos como TRAIL para inducir la apoptosis de células infectadas. Las 

DC también pueden participar en la activación inmune patogénica de la infección por 

VIH, pues además de trasladar el virus a órganos linfoides, las citocinas 

proinflamatorias e IFN-I contribuyen a la alteración de la frecuencia de células 

Th17/Treg en el intestino. Dicho proceso se favorece por la expresión de la enzima 
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indoleamina 2,3 dioxigenasa (IDO). Este desbalance de células T fomenta la 

translocación microbiana y la activación crónica de las células del sistema inmune. La 

persistente inflamación, producción de citocinas e IFN-I pueden favorecer que las 

células T CD4+ de memoria central proliferen y se diferencien a células T de memoria 

efectora, lo cual aumenta el número de células blanco para el virus y se favorece su 

depleción. El IFN-I puede inducir la expresión de PD-L1 en la superficie de las DC, 

inhibiendo la respuesta inmune antiviral (revisado por (Manches et al., 2014)).  

Figura 2. Participación de las DC en la infección por VIH. Las cDC y pDC contribuyen 
en la eliminación de células infectadas por VIH, pero al mismo tiempo participan en la inmuno-
patogénesis de la infección. (Modificada de (Manches et al., 2014)). 

 

De acuerdo con la información anterior, una respuesta específica contra el VIH inducida 

por las cDC y pDC favorecería la eliminación de las células infectadas. Sin embargo, se 

ha descrito que en los individuos progresores hay una respuesta deficiente de células T 
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específica contra el VIH (Appay et al., 2000; Appay et al., 2002; Betts et al., 2006). 

Contrario a lo que se ha observado en los individuos controladores, quienes tienen una 

respuesta de células T CD4+ y CD8+ específica contra el VIH (Blankson, 2010; Emu et 

al., 2005; Friedrich et al., 2007). La diferencia en la respuesta de las células T en estos 

dos grupos de individuos VIH+ podría deberse al estado de activación de las DC y a su 

capacidad de respuesta a estímulos de activación.  

 

La mayoría de los trabajos reportan que la frecuencia de las cDC y pDC en sangre 

periférica disminuye en los individuos infectados con VIH (Chehimi et al., 2002; 

Pacanowski et al., 2001; Sabado et al., 2010) desde la etapa aguda de la infección 

hasta la etapa crónica, incluyendo a individuos con tratamiento antirretroviral y 

controladores de la infección, aunque también se ha propuesto que la frecuencia y el 

número de las pDC en individuos controladores elite son similares a los individuos no 

infectados (Machmach et al., 2012). 

La disminución de las DC se ha asociado con alta carga viral y con cuentas bajas de 

linfocitos T CD4+ (Killian et al., 2006; Lehmann et al., 2008). De acuerdo con esto, se ha 

propuesto que la disminución de DC en la sangre periférica puede deberse a que estas 

células mueren o están migrando a otros sitios anatómicos como los órganos linfoides; 

sitio principal de replicación del VIH (Biancotto et al., 2007; Lehmann et al., 2008; 

Lehmann et al., 2010).  

Se ha demostrado in vitro que el VIH puede inducir la maduración de las pDC y 

favorecer la producción de IFN-α  (Fonteneau et al., 2004; Smed-Sorensen et al., 2005; 

Yonezawa et al., 2003). Sin embargo, se ha observado que las pDC expuestas al VIH 

producen IFN-α a tiempos más largos y en menor concentración comparado con otros 

otros virus como influenza, herpes simple o sendai (Lo et al., 2012). También se ha 

descrito que las pDC al estar en contacto con células T CD4+ infectadas por VIH 

muestran mayor expresión de marcadores de maduración y producen más IFN-α 

comparado con el virus solo (Schmidt et al., 2005). A diferencia de las pDC, se ha 

reportado que las cDC no se activan directamente por contacto con el VIH; pero 



12 
 

adquieren un fenotipo maduro al estar presentes las citocinas producidas por las pDC 

que estuvieron en contacto con el VIH (Beignon et al., 2005; Fonteneau et al., 2004). 

Estos resultados sugieren que las DC son capaces de activarse en respuesta al VIH, 

sin embargo la función de estas células en el contexto de la infección (contacto continuo 

con el VIH, presencia de componentes bacterianos y microambiente proinflamatorio 

debido a la activación crónica del sistema inmune) aún requiere ser estudiado. 

 

Mediante estudios ex vivo se han evaluado las características fenotípicas y funcionales 

de las DC (cDC y pDC) en individuos con VIH en sangre periférica. Se ha observado 

que las DC presentan un fenotipo de activación parcial, que consiste en alta expresión 

de CD40 en ausencia de otros marcadores de coestimulación (Barron et al., 2003; 

Dillon et al., 2008). También se ha reportado que las cDC aumentan la expresión de 

PD-L1 (B7-H1) en individuos infectados con VIH (Wang et al., 2008). Este dato aún está 

en discusión ya que también se ha reportado que no hay diferencia en la expresión de 

PD-L1 en cDC (Benlahrech et al., 2012), pero si en pDC. En este último trabajo se 

propone que son las pDC, y no las cDC, las células disfuncionales en la infección por 

VIH, esto debido a que muestran mayor expresión de PD-L1 e ILT-3 (moléculas 

relacionada con la inducción de tolerancia) y menor expresión de ILT-7 (receptor 

inhibidor de IFN-α) que podría favorecer apoptosis o generación de células T 

reguladoras y producción sostenida de IFN-α, respectivamente (Benlahrech et al., 

2012). En conjunto se ha sugerido que las DC de individuos VIH+ no adquieren un 

fenotipo de activación que permita activar a las células T adecuadamente y este 

fenotipo podría inducir tolerancia inmunológica.  

 

Como se mencionó, en los individuos con VIH la frecuencias de las pDC se encuentra 

disminuida en sangre periférica; se ha reportado que estas células, principales 

productoras de IFN-I, al activarse in vitro con estímulos virales como el virus de herpes 

simple (HSV) o ligandos de TLR-7, tienen menor frecuencia de pDC productoras de 

IFN-α en comparación con las pDC de individuos no infectados (Feldman et al., 2001; 
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Martinson et al., 2007a). Inclusive los individuos infectados con VIH en la etapa aguda 

de la infección tienen menor frecuencia de pDC productoras de IFN-α (Huang et al., 

2011). También se ha reportado una disminución en la concentración de IFN-α, 

presumiblemente por las pDC, en cultivos de células mononucleares de sangre 

periférica (PBMC) de los individuos VIH+ después de estímulos virales como influenza, 

HSV o ligandos de TLR-7/8/9 en comparación con células de individuos no infectados 

(Chehimi et al., 2002; Martinson et al., 2007a; Martinson et al., 2007b). Por lo cual, se 

propone que la disfunción de las pDC se asocia a una baja capacidad para producir IFN 

tipo I. Contrario a estos resultados, se ha reportado que pDC de los individuos 

infectados con VIH con virémia baja (CVp<12500 copias de RNA/mL), al ser activadas 

con CpG, tienen la capacidad de suprimir la replicación del VIH en células T CD4+ 

autólogas. Dicho efecto es mediado por IFN-α, ya que es parcialmente bloqueado por 

anti-IFN-αR, esto sugiere que las pDC aún mantienen su actividad antiviral (Meyers et 

al., 2007). En este mismo trabajo se propone que el decremento en el número de pDC 

en sangre de los individuos infectados con VIH es una muerte mediada por 

mecanismos de contacto con el virus. Adicionalmente se ha reportado que después de 

estimular PBMC de individuos VIH+ virémicos con CpG o influenza se produce 

concentraciones similares de IFN-α que en los cultivos celulares de los individuos no 

infectados, probablemente producido por pDC (Barblu et al., 2012; Machmach et al., 

2012).  

En cuanto a los controladores elite, se ha reportado que en cultivos de PBMC producen 

IFN-α en concentración similar que los individuos no infectados en respuesta al VIH 

(Barblu et al., 2012), o incluso son capaces de secretar mayores cantidades de IFN-α 

que otros individuos VIH+ o VIH-, e inhibir la replicación del virus in vitro (Machmach et 

al., 2012). Estos datos sugieren que la producción de IFN-α posiblemente mediada por 

las pDC en los individuos controladores es necesaria para el control de la viremia.  

 

Adicionalmente se ha reportado mayor expresión del ligando inductor de apoptosis 

relacionado a TNF (TRAIL) en las pDC de individuos VIH+ virémicos, dicha expresión 
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correlaciona positivamente con la CV. Estas pDC TRAIL+ de individuos VIH+ tiene la 

capacidad de lisar células T autólogas o alógenicas de individuos virémicos, y esta 

función se ve afectada al inhibir IFN-α (Stary et al., 2009). En cambio, las pDC de 

controladores no expresan TRAIL en superficie (Barblu et al., 2012). Estos resultados 

sugieren nuevamente una diferencia entre las pDC de los individuos que progresan con 

la infección del VIH+ y las pDC de los controladores, además proponen que los IFN-α 

tienen un papel crucial en la eliminación de linfocitos T y progresión de la infección.  

Para mantener el balance de la respuesta de las pDC, se ha propuesto que se requiere 

el control del virus que puede tener como consecuencia la eliminación de células 

infectadas, reducción de la replicación viral y sobrevivencia de células T CD4+ no 

infectadas (Fitzgerald-Bocarsly and Jacobs, 2010).  

 

En el modelo de simios infectados con el virus de inmunodeficiencia de simios (SIV) se 

ha descrito que las pDC migran a ganglios linfáticos dentro de los primeros 14 días de 

la infección (Brown et al., 2009; Malleret et al., 2008). Brown y colaboradores, proponen 

que en ganglios linfáticos es donde las pDC mueren por mecanismos de apoptosis y 

necrosis, además ahí se encuentran infectadas en frecuencias similares a los linfocitos 

T CD4+. A pesar de esto las pDC remanentes responden a estímulos de TLR-7 

produciendo TNF-α e IFN-α. Estas evidencias sugieren que la migración celular y 

muerte contribuye a la depleción de pDC en la infección aguda de SIV.  

Así también se ha encontrado que las pDC en la infección por SIV tienen aumentada la 

actividad de la enzima IDO (indoleamina 2,3 dioxigenasa), que está relacionada con la 

diferenciación a células T reguladoras (Malleret et al., 2008). Además, se ha reportado 

que pDC de humanos activadas por VIH o agonistas de TLR pueden expresar IDO e 

inducir la generación de células T reguladoras a partir de células T CD4+ naive, esto a 

través de la vía no canónica de la ruta de NF-kB (Manches et al., 2012; Manches et al., 

2008). Las pDC IDO+ pueden regular la conversión de células Th17 a células Treg en 

condiciones inflamatorias (Baban et al., 2009; Sharma et al., 2009), lo cual podría inhibir 

la respuesta específica contra las células infectadas por VIH. 
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Los simios que son hospederos naturales del SIV (“sooty mangabey”; SM o los monos 

verdes africanos; AGM), son resistente a la progresión a etapas de inmunodeficiencia, y 

su contraparte, los progresores hospederos no naturales (macacos rhesus; RM) se han 

empleado para describir los mecanismos de la patogénesis de la infección por SIV/VIH. 

Se ha reportado que las pDC de SM tienen deficiencia para producir IFN-α en 

respuesta a SIV o ligandos de TLR-7 y TLR-9 en comparación con pDC de RM, lo que 

sugiere que la estimulación crónica de las pDC por el SIV en los hospederos no 

naturales puede participar en la activación crónica del sistema inmune y favorecer la 

progresión a SIDA (Mandl et al., 2008). Contrario a estos resultados, se ha demostrado 

que las pDC de los simios hospederos naturales (SM o AGM) y los hospederos no 

naturales (RM, que progresan a etapas de SIDA) se activan por SIV y son capaces de 

producir concentraciones similares de IFN-I (Bosinger et al., 2009; Diop et al., 2008; 

Jacquelin et al., 2009). Estos trabajos muestran que la producción de IFN-I y los genes 

de respuesta a IFN-I (ISG) en los hospederos naturales tienen un efecto transitorio, 

únicamente se presenta en la etapa aguda de la infección y posteriormente regresa a 

niveles basales. Esto no sucede en los macacos rhesus donde hay una expresión 

sostenida de IFN-I e ISG, figura 3. Por ello se ha sugerido que los hospederos naturales 

del SIV tienen mecanismos de regulación activos que mantienen baja activación del 

sistema inmune e inhiben la progresión a etapas de SIDA (Manches and Bhardwaj, 

2009a). 
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Figura 3. Perfil transcripcional de la infección por SIV en hospederos naturales y 
no naturales. (Modificada de (Manches and Bhardwaj, 2009a)). (A) La infección por SIV en 
SM y AGM se caracteriza por mantener el número de células T CD4+ estables y controlar la 
carga viral (CV). (B) En RM la infección por SIV se caracteriza por pérdida gradual de células T 
CD4+ y corresponde a pérdida en el control de la viremia. Se muestra el aumento de factores de 
restricción viral (azul), genes asociados con la regulación de la activación de células T (rosa), 
defensinas antimicrobianas (rojo), genes de respuesta a IFN (ISG; verde) y supresores de la 
respuesta de IFN (amarillo), En purpura, factores que favorecen apoptosis. 

 

Las características funcionales de las cDC de los individuos infectados con VIH 

controladores y virémicos han sido poco estudiadas. Algunos estudios han reportado 

que las cDC de sangre periférica de individuos que progresan en la infección con VIH 

tienen una débil respuesta alogénica, en reacciones leucocitarias mixtas (Donaghy, 

2003). En cambio, se ha reportado que las cDC de individuos controladores tienen una 

mayor capacidad para expandir células T alogénicas en comparación con individuos 

progresores y no infectados(Huang et al., 2010). Además, estas cDC de los individuos 

controladores tienen una menor respuesta de producción de citocinas proinflamatorias 

(TNF-α, IL-6 e IL-12) al ser estimuladas con ligandos de TLR-7/8 en comparación con 
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los sujetos progresores (Chang et al., 2012; Huang et al., 2010). Huang y 

colaboradores, mostraron que las cDC de los individuos controladores tienen mayor 

expresión de las moléculas ILT2 e ILT5 comparada con individuos progresores y no 

infectados, y proponen que la expresión de dichas moléculas participa en su capacidad 

aloestimuladora de células T y en el control de producción de citocinas (Huang et al., 

2010). Adicionalmente se ha reportado que cDC de individuos VIH+ progresores 

expresan la enzima IDO, no así las cDC de controladores, asociándose con la 

alteración en el balance de células Th17/Treg que tiene como consecuencia la 

progresión de la infección (Favre et al., 2010).   

Algunos trabajos han incluido a las cDC en la etapa temprana de la infección por VIH, 

para determinar si la alteración en la función de estas células ocurre durante la 

infección aguda o se debe al continuo contacto con el VIH y al proceso inflamatorio 

crónico. Se ha reportado que las cDC de individuos en etapa aguda de la infección 

tienen una reducida capacidad para inducir una respuesta alogénica de células T CD4+ 

y CD8+, mientras que en el inicio de la etapa crónica no hay diferencia con individuos no 

infectados, lo cual sugiere un defecto transitorio y reversible en la capacidad 

presentadora de antígeno de las cDC. (Huang et al., 2011). Adicionalmente las cDC de 

los individuos VIH+ en la etapa aguda de la infección tienen una baja capacidad para 

producir citocinas como TNF-α e IL-12p70 en respuesta a ligandos de TLR-7/8 (Huang 

et al., 2011). Estos datos sugieren que las cDC sufren cambios en la etapa aguda de la 

infección y estos podrían mantenerse o acentuarse durante la etapa crónica. 

La participación de las DC en la activación inmune no se ha reportado, sin embargo se 

ha descrito que una población de monocitos que expresan el marcador MDC8 se 

incrementa en sujetos progresores y con el estímulo de LPS secretan grandes 

cantidades de TNF−α, esto sugiere que la sobreproducción de citocinas pro-

inflamatorias podría estar involucrada en la hiperactivación del sistema inmune 

favoreciendo la progresión de la infección (Dutertre et al., 2012).  
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De todo lo anterior, la estimulación continua de las DC por productos bacterianos 

provenientes de la translocación microbiana, el contacto con el VIH y el medio pro-

inflamatorio que se encuentra en los individuos VIH+ pueden favorecer que las DC 

tengan un fenotipo y función que contribuya a la activación crónica del sistema inmune. 

Para determinar el papel que tienen las DC en la inmunopatogénesis del VIH, 

específicamente su participación en la activación crónica del sistema inmune y evaluar 

si los productos bacterianos afectan la función de las DC. Diseñamos ensayos para 

caracterizar el fenotipo y la función de las DC en individuos virémicos y controladores, 

este último grupo como se mencionó mantiene CVp y niveles de activación inmune 

crónica bajos, factores que pueden influir en la función de las DC y comprometer su 

respuesta frente al VIH.  
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Las DC al activarse a través de ligandos de TLR expresan marcadores de activación y 

producen citocinas proinflamatorias. Una producción exacerbada de estás citocinas 

podría contribuir al estado de activación inmune crónica que se ha descrito en los 

individuos infectados por VIH.  

La mayoría de los reportes hasta el momento han descrito que el número de cDC y 

pDC se encuentra disminuido en la sangre periférica de los individuos infectados con 

VIH. Sin embargo, no existen datos concluyentes que determinen cuál es la función de 

las DC en el contexto de la infección por VIH.  

Los productos bacterianos presentes en los individuos VIH+, debido al daño en 

mucosas, podrían estimular continuamente a las DC y exacerbar la producción de 

citocinas o en contraste inducir un estado de no respuesta. Se ha reportado que en los 

individuos controladores hay menor concentración de productos bacterianos comparado 

con los individuos virémicos. También se ha descrito que los individuos virémicos tienen 

mayor frecuencia de DC que producen citocinas en respuesta a ligandos de TLR-7/8 en 

comparación con los controladores, lo que sugiere que las DC de individuos virémicos y 

CTs pueden responder diferencialmente en el contexto de la infección por VIH.  

 

En el presente trabajo nos preguntamos si existen diferencias en la expresión de 

marcadores de activación y capacidad de respuesta a ligandos de TLR-4/8 en las cDC y 

TLR-7/8/9 en las pDC de los individuos controladores y virémicos. Estas diferencias 

pudieran ayudar a entender cuál es la contribución de las DC a la activación crónica del 

sistema inmune en estos grupos de estudio, lo cual es importante en la patogenia de la 

enfermedad.  
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3. HIPÓTESIS  

Las DC de individuos controladores y progresores de la infección con VIH tienen 
diferencias en la expresión de marcadores de activación y en su capacidad de producir 
citocinas ante estimulación con ligandos de TLR-4/8/9. 

 

4. OBJETIVO GENERAL 

Determinar si existen diferencias en la expresión de marcadores de activación y 
en la capacidad de producción de citocinas en las DC de individuos controladores y 
progresores infectados con VIH. 

 

5. OBJETIVOS PARTICULARES  

Determinar ex-vivo la expresión de marcadores de activación (CD86 y CD40) y 
CD47, como molécula de respuesta a IFN, en DC de individuos VIH+ controladores y 
progresores.   

 

Determinar la expresión de marcadores de activación y CD47 en DC de 
individuos VIH+ controladores y progresores después de estimular con ligandos de TLR 
(TLR-4/8/9). 

 

Determinar la producción de citocinas proinflamatorias intracelulares, en DC de 
individuos VIH+ controladores y progresores, después de activar con ligandos de TLR. 

 

Determinar la producción de citocinas proinflamatorias en sobrenadantes de 
cultivo de PBMC de individuos VIH+ controladores y progresores, después de activar 
con ligandos de TLR. 

 

 Evaluar si existe correlación entre la función de las DC y los datos clínicos como 
carga viral y cuenta de células T CD4+ en los sujetos de estudio. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 
6.1. Población de estudio  

El presente trabajo se realizó en el Centro de Investigación en Enfermedades 

Infecciosas (CIENI) del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER) 

“Ismael Cosio Villegas”, México D.F. El estudio fue aprobado por el Comité de Ética del 

INER (B33-10), de acuerdo a la Declaración de Helsinski. Los individuos incluidos en el 

estudio firmaron un consentimiento informado después de que se les explicó en qué 

consistía el estudio y se les entregó una copia del mismo.  

Se reclutaron individuos infectado con VIH que se encontraban en la etapa crónica de la 

infección, y se dividieron en dos grupos de acuerdo a su carga viral en plasma (CVp): 

controladores (CT, individuos VIH+ que en ausencia de terapia antirretroviral mantienen 

CVp <2,000 copias de RNA/mL por al menos un año antes y durante el estudio, n=18) e 

individuos virémicos o progresores (individuos VIH+ que son vírgenes a la terapia 

antirretroviral y con CVp >10,000 copias de RNA/mL, n=30). Individuos sin VIH (VIH-) se 

incluyeron como grupo control (n=45). Se excluyeron del estudio los individuos que 

estuvieran en coinfección con hepatitis C o B. 

  

6.2. Carga Viral en plasma y conteo de células T CD4+ 

A los individuos VIH+ se les realizó como ensayo de rutina la detección de carga viral en 

plasma (número de copias de RNA/mL) y el conteo de células T CD4+. La carga viral en 

plasma se cuantifico por PCR en tiempo real automatizado usando el sistema m2000 

(Abbott Laboratories, Abbot Park, IL). El intervalo de detección para la CVp va de 40 a 

10,000,000 copias/mL. El conteo de células T CD4+ se determinó usando el kit 

TruCount (BD Biosciences) siguiendo las instrucciones del fabricante y usando un 

citómetro de flujo FACSCanto II (BD Biosciences, San José, CA). 
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6.3. Determinación de la frecuencia y número de DC 

Se recolectó sangre venosa de los individuos VIH+ y VIH- en tubos con anticoagulante 

ácido-citrato-dextrosa (ACD), se separó el plasma inmediatamente y se congeló a -80 

°C. Del paquete celular se obtuvieron células mononucleares (PBMC, del inglés 

peripheral blood mononuclear cells) por centrifugación de gradiente de densidad 

(Lymphoprep, Axis-Shield, Oslo, Norway) y se marcaron con diferentes anticuerpos 

monoclonales: anti-CD3 FITC (clona UCHT1; eBioscience), anti-CD14 FITC (clona 

61D3; eBioscience), anti-CD19 FITC (HIB19; eBioscience), anti-CD56 FITC (clona 

B159; BD Biosciences), anti-HLA-DR APC-Cy7 (clona L243; BD Biosciences), anti-

CD11c PE-Cy5 (clona B-ly6; BD Biosciences), y anti-CD123 PerCP-Cy5.5 (clona 7G3; 

BD Biosciences). Se usó el marcador Live/Dead Aqua (Invitrogen-Life Technologies, 

Carlsbad, CA) para excluir del análisis a las células muertas. Las DC se identificaron 

como células CD3-, CD14-, CD19- y CD56- (LIN-), HLA-DR+ y los dos subtipos de DC se 

distinguieron por la expresión de CD11c+ (cDC) y CD123+ (pDC). 

Una vez obtenidas las PBMC se distribuyeron en tubos de citometría (2-3x106 células 

por tubo), se lavaron con PBS y se incubaron por 20 min con el marcador Live/Dead 

Aqua a 4°C. Las células se lavaron con PBS y se centrifugaron a 1500 rpm por 10 min. 

Después las células se incubaron con la mezcla de anticuerpos monoclonales diluidos 

en buffer de marcaje (BioLegend, San Diego, CA) por 30 min a 4°C. Una vez concluido 

el tiempo de incubación las células se lavaron con buffer de marcaje, se centrifugaron y 

fijaron con formalina al 1%. Posteriormente las células se analizaron usando un 

citómetro de flujo FACSAria II (BD Biosciences, San José, CA), y se adquirieron un 

mínimo de 2,000 eventos de células LIN-HLA-DR+. Todos los análisis se realizaron con 

el software Flowjo versión 7.6.2. (Tree Star). 

El número de DC por microlito de sangre se calculó multiplicando la frecuencia de cDC 

o pDC (% de PBMC vivas) por la cuenta de células CD45+, que fue determinada usando 

el kit TruCount (determinación independiente en muestra de sangre total usando un 

citómetro de flujo FACSCanto II, BD Bioscience).  
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6.4. Determinación de CD14 soluble  

La molécula CD14 soluble (sCD14) se evaluó como un indicador de translocación 

microbiana (Brenchley et al., 2006). La determinación de esta molécula se realizó en 

plasma de los individuos de estudio, que se colectó y congelo inmediatamente a -80 °C. 

Se usó el kit Quantikine ELISA (R&D Systems, Minneapolis, MN) para evaluar la 

concentración de sCD14, se hizo una dilución 1:200 de los plasmas y se siguieron las 

indicaciones del fabricante. La medición se realizó con un lector de absorbancia en 

placa ELx808 (BioTek, Winooski, VT). 

 

6.5. Activación de PBMC con ligandos de TLR 

PBMC de los individuos VIH-, controladores o individuos virémicos VIH+, se diluyeron en 

medio R10 (RPMI 1640 [Lonza, Walkersville, MD] suplementado con 10% SFB [Lonza], 

2 mM L-glutamina, 100 U/mL penicilina and 100 µg/mL estreptomicina) en una densidad 

de 2x106 células/por pozo y se distribuyeron en una placa de 96 pozos. Las células se 

cultivaron en ausencia o presencia de ligandos de TLR: lipopolisacarido en 

concentración de 2 µg/mL (LPS; Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri), ssRNA40 en 5 

µg/mL (InvivoGen, San Diego, CA) o CpG-ODN2216 2 µM por 18 h a 37 °C y 5% CO2. 

Una vez transcurrido el tiempo de activación se recuperaron las células para determinar 

el fenotipo de las DC y los sobrenadantes para determinar la producción de citocinas, 

como se describirá posteriormente.  

 

6.6. Determinación de marcadores de activación por citometría de flujo  

PBMC ex vivo o estimuladas se marcaron con una combinación de anticuerpos 

monoclonales para identificar a las DC, cDC (LIN- HLA-DR+ CD11c+) y pDC (LIN- HLA-

DR+ CD123+) y analizar la expresión de marcadores de activación (CD86 y CD40) y 

CD47 como una molécula que se expresa en respuesta a IFN, haciendo uso de 

citometría de flujo.  
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Los anticuerpos monoclonales que se emplearon en estos experimentos fueron: anti-

CD3 FITC o biotina (clona UCHT1; eBioscience), anti-CD14 FITC o biotina (clona 61D3; 

eBioscience), anti-CD19 FITC o biotina (clona HIB19; eBioscience), anti-CD56 FITC o 

biotina (clona B159; BD Biosciences), estreptavidina Alexa Fluor V450 (eBioscience) o 

estreptavidina PE Texas red (BD Biosciences), anti-HLA-DR APC-Cy7 (clona L243; BD 

Biosciences), anti-CD11c PE-Cy5 (clona B-ly6; BD Biosciences) o Alexa 700 (clona 3.9; 

eBioscience), anti-CD123 PerCP-Cy5.5 (clona 7G3; BD Biosciences), anti-CD40 PE 

(clona 5C3; eBioscience), anti-CD86 PE (clona 2331-FUN-1; BD Biosciences) o PE-Cy5 

(clona IT2.2; eBioscience), y anti-CD47 FITC (clona B6H12; BD Biosciences). Las 

PBMC se marcaron y analizaron como se describió en la sección anterior. El control de 

fluorescencia menos uno (FMO) se usó para determinar la región de células 

negativas/positivas.  

 

6.7. Determinación de citocinas intracelulares por citometría de flujo 

Para la detección de citocinas intracelulares, al cultivo de PBMC se les agrego Golgi 

Plug (brefeldina A, BD Biosciences) después de 4 horas de estimulación con los 

ligandos de TLR o a las células en ausencia de estímulo. Se evaluó la producción de 

TNF-α, IFN-α, IL-12 e IL-1β por DC (LIN- HLA-DR+ CD11c+ o LIN- HLA-DR+ CD123+), 

células NK (CD56+), células B (CD19+), células T (CD3+CD4+) y monocitos (CD14+). 

Para esto se marcaron con diferentes anticuerpos monoclonales específicos de 

proteínas de superficie: anti-CD3 biotina (clona UCHT1; eBioscience), anti-CD14 biotina 

(clona 61D3; eBioscience), anti-CD19 biotina (clona HIB19; eBioscience), anti-CD56 

biotina (clona B159; BD Biosciences), estreptavidina PE Texas red (BD Biosciences), 

anti-HLA-DR APC-Cy7 (clona L243; BD Biosciences), anti-CD11c Alexa 700 (clona 3.9; 

BD Biosciences), anti-CD123 PerCP-Cy5.5 (clona 7G3; BD Biosciences), anti-CD56 PE-

CF594 (clona B159; BD Biosciences), anti-CD3 Alexa 700 (clona UCHT1; BD 

Biosciences), anti-CD16 PerCp Cy 5.5 (clona 3G8; BD Biosciences), anti-CD14 V450 

(clona MϕP9; BD Biosciences), anti-CD19 APC (clona HIB19; BD Biosciences) y anti-

CD4 APC-Cy7 (clona RPA-T4; BD Biosciences). 
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Después de teñir las moléculas de superficie, las células se fijaron y permeabilizaron 

con solución Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences) por 30 minutos a temperatura 

ambiente. Posteriormente las células se lavaron dos veces con solución Perm/Wash 

(BD Biosciences), se centrifugo a 1800 rpm por 10 minutos, y se incubaron con los 

anticuerpos para detección de citocinas intracelulares: anti-TNF-α FITC (clona MAb11; 

BD Biosciences), anti-IL-12 p40/p70 PE (clona C11.5; BD Biosciences), anti-IL-1β 

(clona H1b-98; Biolegend) e IFN-α (clona 7N4-1; BD Biosciences), por 60 min a 

temperatura ambiente. Después las células se lavaron 2 veces, centrifugando a 1800 

rpm 10 min, se les agrego formalina 1% y posteriormente se analizaron usando un 

citómetro de flujo FACSAria II (BD Biosciences). 

 

6.8. Cuantificación de citocinas en sobrenadantes de cultivo  

Los sobrenadantes del cultivo de PBMC, sin estimulo o estimuladas con ligandos de 

TLR (en ausencia de Golgi plug), se recuperaron después de 18 horas de activación y 

se congelaron a -80 °C. Los sobrenadantes se descongelaron y se usaron para 

cuantificar TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-12, IFN-α e IP-10 por medio de un ensayo de perlas 

multiplex – Luminex (Invitrogen-Life Technologies) se siguieron las instrucciones del 

fabricante. Las muestras se analizaron usando el sistema Luminex 200 xMAP (Austin, 

TX) con el software Luminex xPONENT 3.1 (Austin, TX). 

 

6.9. Análisis estadístico  

Los datos se analizaron usando la prueba de Mann-Whitney para la comparación entre 

grupos y la prueba de Spearman para las correlaciones. Se consideró como diferencia 

significativa cuando p<0.05. Para realizar las pruebas no paramétricas se usó el 

software GraphPad Prism 5 versión 5.01 (La Jolla, CA).  
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7. RESULTADOS 
7.1. Apartado 1. 

Características de los individuos de estudio 

Los individuos infectados con VIH+ se clasificaron en dos grupos de acuerdo a la carga 

viral en plasma (CVp): controladores (si mantienen CVp <2,000 copias de RNA/mL) e 

individuos virémicos (CVp >10,000 copias de RNA/mL). Los individuos sin infección 

(VIH-) se incluyeron como controles.  

En la tabla 2 se muestra las características de los individuos de estudio. En el presente 

trabajo se incluyeron 30 individuos virémicos, 18 individuos controladores (CTs) y 45 

individuos VIH-. Se observa que la mediana de CVp fue 23,106 y 57 copias de RNA de 

VIH/mL en individuos virémicos y CTs respectivamente, son significativamente 

diferentes lo cual nos asegura que trabajamos con dos grupos de individuos VIH+ 

distintos. Así también, la mediana de células T CD4+ fue de 529 células/µL en los 

individuos virémicos, 781 células/µL en los CTs y 964 células/µL en los individuos VIH-, 

se encontró diferencia significativa entre los individuos virémicos comparado con CTs y 

VIH-.  

Se observa en la tabla 2, que los grupos VIH- y CT incluyen individuos del sexo 

masculino y femenino, a diferencia del grupo de virémicos que solo está conformado 

por individuos masculinos. Debido a estas diferencias se hizo el análisis estadístico 

separando a los individuos por sexo masculino-femenino en cada grupo y no se 

encontraron diferencias significativas. En las gráficas de resultados se muestran con 

figuras rellenas y vacías a los hombres y mujeres respectivamente en cada grupo.  
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Tabla 2. Características de la cohorte de individuos VIH+ 

Características (n) VIH-  
(45) 

Controlador 
(18) 

Virémico 
 (30) 

Carga viral en plasma; mediana  
(rango) (copias de RNA/mL) n/a 57 

(<40-668) 

23106 
(8373-

447952)a 
Cuenta de células T CD4+; mediana  
(rango) (células/µL) 

964 
(249-1493) 

781 
(417-1394) 

529 
(16-1149)a,b 

Género, M/F 31/14 9/9 30/0 

Edad; mediana  
(rango) (años) 

30 
(23-52) 

36 
(25-66) 

30 
(22-58) 

Frecuencia de cDC en PBMC; 
mediana (rango) 

0.408 
(0.122-0.763) 

0.276 
(0.167-0.551)b 

0.280 
(0.032-
0.549)b 

Números de cDC; mediana  
(rango) (células/µL) 

12.7 
(8-18) 

7.6 
(3-14)b 

5.0 
(1-18)b 

Frecuencia de pDC en PBMC; 
mediana (rango) 

0.165 
(0.056-0.397) 

0.089 
(0.031-0.388) b 

0.080 
(0.008-
0.146)b 

Números de pDC; mediana  
(rango) (células/µL) 

4.0 
(1.2-8.8) 

2.3 
(0.5-7.5) b 

1.5 
(0.3-3.9) b 

a
 p<0.05  comparando con controladores. 

b
 p<0.05 comparando con individuos VIH-  

n/a, no aplica  
 
 
 
 

7.2. Apartado 2 

La frecuencia y número de DC disminuye en individuos VIH+ y la concentración de 
CD14 soluble en plasma correlaciona con la carga viral en plasma  

Inicialmente se analizó la frecuencia y el número de las DC, para determinar si existía 

diferencia entre los CTs e individuos virémicos comparado con los VIH- de nuestra 

cohorte de estudio. Mediante el uso de tinciones de inmunofluorescencia se 

identificaron las subpoblaciones de DC: cDC (LIN- HLA-DR+ CD11c+) y pDC (LIN- HLA-

DR+ CD123+). En la figura I suplementaria se muestra la estrategia de análisis que se 

usó para definir las poblaciones celulares correspondientes a las cDC y pDC, así como 

un ejemplo representativo de uno de los individuos de cada grupo de estudio. 
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En la figura 4a y tabla 2, se muestra que la frecuencia de las cDC y pDC en los CTs 

(p=0.0429 para cDC y p=0.0104 para pDC) y en los individuos virémicos (p=0.0029 

para cDC y p<0.001 para pDC) está disminuida en comparación con las DC de los 

individuos VIH-. Al evaluar el número de las DC se observa que hay una reducción 

significativa de estas células en los individuos VIH+ comparado con los VIH-, figura 4b. 

No se encontraron diferencias significativas en la frecuencia y número de DC al 

comparar entre CTs e individuos virémicos. Estos resultados concuerdan con lo 

reportado en la literatura y podrían indicar que la presencia del VIH puede afectar la 

frecuencia de las DC en sangre periférica tanto en los CTs como en los individuos 

virémicos.  

Como se mencionó, además de la presencia del VIH, la presencia de productos 

bacterianos en el plasma de los individuos VIH+ puede ser un factor importante en la 

alteración de la función de las DC. La proteína CD14 soluble (sCD14) puede ser un 

marcador en plasma de la presencia de LPS, como indicador de translocación 

bacteriana por daño de mucosas en los individuos VIH+ (Brenchley et al., 2006). Para 

determinar si los individuos virémicos tenían más componentes bacterianos que los CTs 

como se ha reportado en la literatura, se evaluó la concentración de sCD14 en plasma 

de nuestros grupos de estudio. En la figura 4c, se muestra que hubo mayor 

concentración de sCD14 en el plasma de los individuos virémicos en comparación con 

los plasmas de VIH- (p=0.0008), esta diferencia no fue significativa al comparar con 

plasmas de los CTs. A pesar de no encontrar diferencias en la concentración de sCD14 

entre CTs e individuos virémicos, como se ha reportado, se encontró una correlación 

positiva entre sCD14 y la CVp (rs=0.4400; p=0.0191; Fig. 4d). Lo cual sugiere que hay 

diferente concentración de productos bacterianos en circulación, específicamente LPS, 

en los individuos VIH+ virémicos y CTs asociado a la CVp, estos dos factores podrían 

alterar de forma distinta la función de las DC. 
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Figura 4. Disminución de la frecuencia de DC en individuos VIH+ y correlación de sCD14 
con CVp. Se obtuvieron PBMC de individuos VIH- (VIH-, n=29), controladores (CT, n=18) e 
individuos virémicos (V, n=21) y fueron marcados ex-vivo para determinar la frecuencia (a) y el 
número (b) de cDC y pDC. (c) La concentración de CD14 soluble (sCD14) se determinó en 
plasma de individuos VIH- (n=12), CTs (n=14) y V (n=14). (d) Correlación entre la CVp y la 
concentración de sCD14, se muestran los individuos V (triángulos) y CTs (cuadrados). Los 
individuos masculinos (símbolos rellenos) y femeninos (símbolos vacíos). Los datos se 
analizaron con la prueba U de Mann-Whitney y correlación de Spearman respectivamente. Se 
consideró diferencia significativa p <0.05.  

rs=0.4400 
p=0.0191 
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7.3. Apartado 3 

Células Dendríticas convencionales (cDC) 

7.3.1. Expresión diferencial de marcadores de activación en cDC de 
individuos virémicos y CTs, ex vivo  

Considerando que se observó una asociación entre la CVp y uno de los marcadores de 

la translocación bacteriana y presencia de productos bacterianos, sCD14, se evaluó 

inicialmente si la expresión de moléculas de activación difiere ex vivo entre las cDC de 

los individuos virémicos y CTs.  

En la figura 5a, se muestra un histograma representativo en donde se observa un 

pequeño aumento de la expresión de CD40 en las cDC de un individuo virémico en 

comparación con las cDC de un individuo VIH- o CT. Al evaluar la mediana de la 

intensidad de fluorescencia (MFI, del inglés median fluorescence intensity) de la 

expresión de CD40 en las cDC por grupo, no se observaron diferencias significativas 

entre grupos. A pesar de esto, se observó un mayor porcentaje de cDC CD40+ en los 

individuos virémicos en comparación con los CTs (p=0.0478) y VIH- (p=0.0463) (Fig.5a). 

En el análisis de CD86 se observa que prácticamente todas las cDC expresan CD86, 

pero las cDC de los CTs tienen un incremento en la MFI comparado con los individuos 

VIH- (p=0.0011; Fig. 5b). También se observó un aumento en la MFI de CD47, una 

molécula que se expresa en respuesta a IFN, en las cDC de CTs en comparación con 

individuos virémicos (p=0.0218) y VIH- (p=0.0013; Fig. 5c). Se observó además un 

mayor porcentaje de cDC CD47+ en los CTs en comparación con los individuos 

virémicos (p=0.0496). De forma interesante se encontró una correlación positiva entre la 

expresión de CD86 y CD47 (rs=0.6408; p<0.001), lo que sugiere que posiblemente la 

expresión de CD47 en las cDC en consecuencia a su respuesta a interferones regula la 

expresión del marcador de activación CD86 (Fig. 6). Estos resultados indican que las 

cDC de ambos individuos CTs y virémicos tienen un fenotipo de activación parcial, con 

diferente expresión de moléculas de superficie. Las cDC de los individuos virémicos 

expresan predominantemente CD40 mientras las cDC de CTs expresan CD86 y CD47.   
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Figura 5. Expresión diferencial de moléculas de activación en cDC de individuos 
virémicos y controladores, ex vivo. Se obtuvieron PBMC de individuos VIH- (VIH-, n=22), 
controladores (CT, n=16) e individuos virémicos (V, n=18) y fueron marcados ex-vivo para 
determinar la expresión de CD40 (a), CD86 (b) y CD47 (c) en cDC por citometría de flujo. Un 
histograma representativo de un individuo de cada grupo se muestra a la izquierda con los 
valores de MFI correspondientes. Las gráficas muestran el valor de MFI y porcentaje de células 
positivas dentro de la población de cDC para cada marcador. Los individuos masculinos 
(símbolos rellenos) y femeninos (símbolos vacíos). Los datos se analizaron con la prueba U de 
Mann-Whitney. Se consideró diferencia significativa p <0.05. FMO (del inglés fluorescence 
minus one). 
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Figura 6. Correlación positiva de la expresión de CD86 y CD47 en cDC de individuos VIH+. 
Se obtuvieron PBMC de individuos controladores (CT) e individuos virémicos (V) se marcaron 
ex vivo para determinar la expresión de CD86 y CD47 en cDC por citometría de flujo. CTs 
(cuadrados) y V (triángulos). Los individuos masculinos (símbolos rellenos) y femeninos 
(símbolos vacíos). Los datos se analizaron con la prueba de Spearman. 

 

 

7.3.2. Expresión diferencial de marcadores de superficie en cDC de 
individuos virémicos y CTs en respuesta a ligandos de TLR  

La expresión diferencial de los marcadores de activación que se observó ex vivo, puede 

deberse a distintas vías de activación de las DC; quizá mediada por los productos 

bacterianos y virales que se encuentran en el plasma de los individuos VIH+. Para 

determinar si esta expresión diferencial podría ser consecuencia de la activación 

mediada por ligandos de TLR, se analizó el cambio en la expresión de marcadores de 

activación después de estimular PBMC de los individuos de estudio con lipopolisacarido 

(LPS) o RNA de cadena sencilla-40 (ssRNA40), que son ligandos de TLR-4 y TLR-8 

respectivamente.  

Se observa en la figura 7a, que la expresión de CD40 aumenta en las cDC de los 

individuos virémicos y VIH- después de activar las células con LPS. Un menor aumento 

en la expresión de CD40 se observa en las cDC de los CTs. Al evaluar el índice de 

aumento de la expresión de CD40 en las cDC de los grupos de estudio estimuladas con 

LPS, se observa que las cDC de los CTs tienen menor índice de cambio de CD40 en 

comparación con las cDC de los individuos virémicos y VIH-, que tienen un aumento 

considerable en el índice de expresión de esta molécula, siendo mayor en el grupo de 

rs=0.5644 
p=0.0005 
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individuos VIH-. Se encontró diferencia significativa en el índice de expresión de CD40 

en las cDC de los CTs menor en comparación con las cDC de individuos virémicos 

(p=0.0400) y VIH- (p=0.0005), también hay diferencia entre el índice de expresión de 

CD40 de las cDC del grupo de virémicos y VIH- (p=0.0451; figura 7b). Después del 

estímulo con ssRNA40 se observaron resultados similares, excepto que no se encontró 

cambio significativo entre el índice de expresión de CD40 en cDC de individuos 

virémicos y CTs (figura 7c).  

 

Al observar la expresión de la molécula CD86, figura 7d, se ve que las cDC de los 

individuos CTs aún en ausencia de estímulo tienen alta expresión de esta molécula, al 

igual que los resultados ex vivo; y después de la activación con LPS muestran un ligero 

aumento en la expresión de CD86. En cambio las cDC de los individuos virémicos y 

VIH- tienen baja expresión de CD86 sin estímulo que claramente aumenta después de 

la activación con LPS, siendo el aumento mayor nuevamente en las cDC de VIH- . Al 

analizar el índice de aumento de la expresión de CD86, figura 7e, se observa que las 

cDC de los CTs e individuos virémicos tienen un menor cambio en el índice de 

expresión de CD86 después de LPS en comparación con las cDC de individuos VIH- 

(p=0.0112 y p=0.0232 respectivamente). Resultados similares se encontraron después 

del estímulo con ssRNA40 (fig. 7f).  

 

Estos resultados muestran que las cDC de los individuos virémicos y CTs tienen 

expresión diferente de los marcadores de activación en respuesta a ligandos de TLR-4 

y TLR-8. La respuesta de las cDC de los CTs parece estar regulada, ya que muestra 

bajo aumento en la expresión de CD86 y CD40 después de activación. En cambio, las 

cDC de los individuos virémicos se caracteriza por un incremento en la expresión de 

CD40 pero no de CD86, sugiriendo que el fenotipo ex vivo observado en estas células 

puede estar relacionado con la activación continua a través de TLR. 



34 
 

Figura 7. Expresión diferencial de moléculas de activación en cDC de individuos 
virémicos y controladores después de estimular con LPS o ssRNA40. Se obtuvieron PBMC 
de individuos VIH- (VIH-), controladores (CT) y virémicos (V), se estimularon o no con los 
ligandos de TLR por 18 horas y posteriormente se marcaron para determinar la expresión de 
CD40 (a) y CD86 (d) en las cDC por citometría de flujo. Se muestra un histograma 
representativo por grupo con el estímulo de LPS, se incluyeron los valores de MFI. Se evaluó el 
índice de aumento en la expresión de CD40 (b y c) y CD86 (e y f) en cDC de los individuos VIH-, 
CT y V después de 18 h de estímulo con LPS (b y e) o ssRNA40 (c y f). El índice de aumento 
en la expresión de marcadores se calculó como el MFI de las cDC estimuladas dividido entre el 
MFI de las cDC sin estimular. n=13 para los individuos VIH-, n=9 para CT y V. Los datos se 
muestran en gráficos de cajas y bigotes: min-máx. Los datos se analizaron con la prueba U de 
Mann-Whitney. FMO (del inglés fluorescence minus one) Se consideró diferencia significativa 
cuando p<0.05.  

  

7.3.3. Diferencias en la producción de TNF-α por las cDC de los individuos 
virémicos y CTs en respuesta a LPS y correlación con CVp 

Para evaluar si la expresión diferencial de los marcadores de activación en los 

individuos virémicos y CTs, ex vivo e in vitro, está relacionado con diferencias 

funcionales; se determinó la producción intracelular de las citocinas proinflamatorias 
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TNF-α e IL-12 en las cDC después de activar PBMC con LPS o ssRNA40. La figura 8a, 

muestra graficas de puntos representativas de cDC TNF-α+ después del estímulo de 

LPS. Se observa que los individuos CT y VIH- tienen un porcentaje similar de cDC TNF-

α+, en contraste el individuo virémico tiene un mayor porcentaje de estas células. Al 

comparar los grupos de estudio, figura 8b, se observa que después del estímulo con 

LPS los individuos VIH- y CTs tienen un porcentaje similar de cDC TNF-α+, a pesar de 

que los CTs tienen un mayor porcentaje de estas células en ausencia de estímulo 

(p=0.0113). En cambio en los individuos virémicos hay un mayor porcentaje de cDC 

TNF-α+ en ausencia de estímulo, en comparación con los VIH- (p=0.0343), y después 

del estímulo con LPS, es significativamente mayor que en los CTs y VIH- (p=0.0005). 

Después del estímulo con ssRNA40 no se observaron diferencias significativas entre 

los grupos de estudio, figura 8c. Para determinar si la frecuencia de células productoras 

de TNF-α se asociaba con parámetros clínicos de los individuos VIH+, se hicieron 

correlaciones con CVp y número de células T CD4+. Se encontró una correlación 

positiva entre el porcentaje de cDC TNF-α + y la CVp (rs=0.6421; p=0.0004; figura 8d), y 

tendencia negativa con el número de células T CD4+ (figura 8e).  

 

En cuanto a la frecuencia de cDC IL-12+, figura 9 a y b, no se encontraron diferencias 

significativas después del estímulo con LPS, a pesar de que en ausencia de estímulo se 

encuentra mayor porcentaje de cDC IL-12+ en los CTs en comparación con los 

individuos VIH- (p=0.0355). Después del estímulo con ssRNA40 se observa menor 

porcentaje de cDC IL-12+ en los CTs en comparación con los VIH- (p=0.0483; figura 9c). 
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Figura 8. Producción diferencial de TNF-α por cDC de individuos virémicos y 
controladores en respuesta al estímulo de LPS. Se aislaron PBMC de individuos VIH- (VIH-), 
controladores (CT) y virémicos (V), se estimularon o no con LPS o ssRNA40 por 18 horas. 
Posteriormente se determinó por tinción intracelular la producción de TNF-α por las cDC. (a) En 
graficas de puntos se muestra un ejemplo representativo de cDC TNF-α+ después del estimular 
con LPS. Las gráficas muestran el porcentaje de cDC TNF-α+ en las muestras de VIH- (n=16), 
CT (n=13) y V (n=11) después de estimular con LPS (b) o ssRNA40 (c). Correlación de la 
frecuencia de cDC TNF−α+ después del estímulo con LPS y carga viral en plasma (d) o cuenta 
de células T CD4+ (e). Se muestra a los CT (cuadrados) y V (triángulos); individuos masculinos 

rs=-0.3655 
p=0.0664 

rs=0.6421 
p=0.0004 
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(símbolos rellenos) y femeninos (símbolos vacíos). Los datos se analizaron con la prueba U de 
Mann-Whitney y correlación de Spearman, respectivamente. Se consideró diferencia significa 
cuando p< 0.05. 

 

 

 

Figura 9. Frecuencia de cDC IL-12+ en respuesta a ligandos de TLR es similar en 
individuos virémicos y controladores. Se aislaron PBMC de individuos VIH- (VIH-), 
controladores (CT) y virémicos (V), se estimularon o no con LPS o ssRNA40 por 18 horas. 
Posteriormente se determinó por tinción intracelular la producción de IL-12 por las cDC. (a) En 
graficas de puntos se muestra un ejemplo representativo de cDC IL-12+ después del estimular 
con LPS. Las gráficas muestran el porcentaje de cDC IL-12+ en las muestras de VIH- (n=16), CT 
(n=13) y V (n=11) después de estimular con LPS (b) o ssRNA40 (c). Se muestran individuos 
masculinos (símbolos rellenos) y femeninos (símbolos vacíos). Los datos se analizaron con la 
prueba U de Mann-Whitney. Se consideró diferencia significa cuando p< 0.05. 
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Para determinar si la diferencia en la respuesta al LPS y ssRNA40 se debía a la 

expresión diferencial de los TLR-4 y TLR-8 en las cDC de los CTs e individuos 

virémicos, se evaluó la expresión de estos TLR en las cDC de los individuos del 

estudio, figura II (suplementaria). No se encontraron diferencias significas en las MFI de 

TLR-4 y TLR-8 en cDC entre los grupos de estudio. 

Estos resultados indican que la frecuencia de cDC TNF-α+ en respuesta a LPS difiere 

entre los individuos virémicos y CTs, las cDC de los individuos virémicos pero no de los 

CTs, tienen una hiperrespuesta a LPS. Adicionalmente el porcentaje de cDC TNF-α+ se 

asocia con la CVp. 

 

7.3.4. Mayor concentración de TNF-α e IL-1β en los sobrenadante de cultivo 
de PBMC de individuos virémicos en comparación con CTs 

Para determinar si la hiperrespuesta al LPS, en las cDC de los individuos virémicos, se 

podía observar en otras citocinas adicionales al TNF-α, se evaluó la presencia de IL- 1β 

e IL-6. La concentración de estas citocinas se cuantifico por ensayo de Luminex en los 

sobrenadantes de los cultivos de PBMC después de estimular o no con los ligandos de 

TLR-4 y TLR-8. En la figura 10a, se observa que en los sobrenadantes de cultivo de las 

células de los individuos virémicos hay mayor concentración de TNF-α después del 

estímulo con LPS, en comparación con los sobrenadantes de cultivo de las células de 

CTs (p=0.0004) y VIH- (p=0.0006), estos datos confirman la sobreproducción de TNF-α 

en respuesta al LPS que se observó por tinción intracelular en las cDC. Después del 

estímulo con ssRNA40 se observa menor concentración de TNF-α en los 

sobrenadantes del cultivo de las células de CTs, que es significativamente diferente en 

comparación con los sobrenadantes de los VIH- (figura 10b; p=0.0374).  
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Figura 10. Mayor concentración de TNF-α en sobrenadantes de cultivo de PBMC de 
individuos virémicos estimulados con LPS. Se aislaron PBMC de individuos VIH- (VIH-), 
controladores (CT) y virémicos (V), se estimularon o no con LPS (a) o ssRNA40 (b) por 18 
horas. Posteriormente se recuperaron los sobrenadantes y se determinó la concentración de 
TNF-α por ensayo de Luminex. VIH- (n=13), CT (n=10) y V (n=11). Se muestran individuos 
masculinos (símbolos rellenos) y femeninos (símbolos vacíos). Los datos se analizaron con la 
prueba U de Mann-Whitney. Se consideró diferencia significa cuando p< 0.05. 

 

Se muestra en la figura 11a, que después de estimular las PBMC con LPS otra citocina 

que distingue a los grupos de CTs y virémicos es la IL-1β. Se observa que en los 

sobrenadantes de los CTs hay menor concentración de IL-1β en comparación con los 

sobrenadantes de los individuos virémicos (p=0.0043) y VIH- (p=0.0170). A pesar de 

que hay mayor producción basal de IL-6 en los sobrenadantes de CTs en comparación 

con los VIH- (p=0.0451), no se observaron diferencias significativas en la concentración 

de IL-6 e IL-12 después de estimular con LPS. En la figura 11b, se observa que 

después de estimular con ssRNA40 no hay diferencia en la concentración de IL-1β, IL-6 

e IL12 en los sobrenadantes de los grupos de estudio, aunque claramente se observa 

que responden a la activación a través de TLR-8 al encontrarse diferencia entre sin 

estímulo y con estímulo (no se marcan en la gráfica, p< 0.05). 

Estos resultados muestran que en respuesta a LPS hay mayor producción de TNF-α e 

IL-1β en los individuos virémicos en comparación con los CTs. Sugiriendo nuevamente 

una hiperrespuesta al LPS en los individuos virémicos.  
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Figura 11. Diferente concentración de IL-1β en sobrenadantes de cultivo de PBMC de 
individuos virémicos y controladores estimuladas con LPS. Se aislaron PBMC de 
individuos VIH- (VIH-), controladores (CT) y virémicos (V), se estimularon o no con LPS (a) o 
ssRNA40 (b) por 18 horas. Posteriormente se recuperaron los sobrenadantes y se determinó la 
concentración de IL-1β, IL-6 e IL-12 por ensayo de Luminex, VIH- (n=13), CT (n=10) y V (n=11). 
Se muestran individuos masculinos (símbolos rellenos) y femeninos (símbolos vacíos). Los 
datos se analizaron con la prueba U de Mann-Whitney. Se consideró diferencia significa cuando 
p< 0.05. 

 

7.3.5. Las cDC son la población celular de los individuos virémicos que 

sobreexpresa TNF-α en respuesta a LPS  

De acuerdo con los resultados anteriores la hiperrespuesta de TNF-α al LPS es un 

mecanismo general en las PBMC de individuos VIH+ virémicos, pero adicional a las 

cDC, hay otras células del sistema inmune que podrían contribuir con la producción de 

esta citocina. Para evaluar si otras poblaciones celulares producen TNF-α de forma 

diferencial entre individuos virémicos y CTs en respuesta a LPS; se determinó por 

tinción intracelular TNF-α en células CD56+ (células NK), CD19+ (células B), CD3+CD4+ 

(células T) y CD14+ (monocitos). La estrategia de análisis para identificar las diferentes 

poblaciones se muestran en la figura III (suplementaria). En la figura 12a, se muestran 

graficas de puntos como ejemplos representativos de que las células NK, B y T CD4+ 
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no producen grandes cantidades de TNF-α en respuesta a LPS. En cambio, se observa 

que un alto porcentaje de monocitos producen TNF-α después de la estimulación con 

LPS. A diferencia de lo que se observó en las cDC, se muestra en la figura 12b y c, que 

no hay diferencia significativa en el porcentaje de monocitos TNF-α+ en respuesta a 

LPS y ssRNA40 entre los grupos de estudio. 

 

La IL-1β fue otra citocina que se encontró que difería en los sobrenadantes de cultivo 

entre individuos virémicos y CTs. Se determinó por tinción intracelular si la producción 

diferencial de esta citocina estaba dada por las cDC. En la figura 13 se muestran 

graficas de puntos representativas de la producción de IL-1β por las cDC y monocitos 

en respuesta a los estímulos de LPS y ssRNA40. Se observa que el individuo virémicos 

tienen un mayor porcentaje de cDC IL-1β+ que el CT, después de estimulación con 

ambos ligandos de TLR (figura 13a). En cambio en los porcentajes de monocitos IL-1β+ 

no se observan diferencias (figura 13b).   

 

Estos resultados sugieren que las cDC son la población celular que responde 

diferencialmente al LPS en los individuos VIH+ CTs y virémicos, con sobreproducción 

de TNF-α y probablemente IL-1β en este último grupo. 
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Figura 12. Detección intracelular de TNF-α en diferentes poblaciones celulares. Se evaluó 
por tinción intracelular la producción de TNF-α en células NK (CD56+), células B (CD19+), 
células T (CD3+CD4+) y monocitos (CD14+) después de estimular con LPS o ssRNA40 PBMC 
de individuos VIH- (VIH-), controladores (CT) y virémicos (V). (a) Graficas de puntos 
representativas de cada grupo de estudio después de 18 h de estímulo con LPS. Porcentaje de 
monocitos TNF-α+ después del estímulo con LPS (b) o ssRNA40 (c).de individuos VIH- (n=11), 
CT (n=6) y V (n=5). Se muestran individuos masculinos (símbolos rellenos) y femeninos 
(símbolos vacíos). Los datos se analizaron con la prueba U de Mann-Whitney. Se consideró 
diferencia significativa cuando p< 0.05. 
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Figura 13. Frecuencia diferencial de cDC IL-1β+ en individuos virémicos y controladores 
después de estimular PBMC con LPS. Se aislaron PBMC de individuos VIH- (VIH-), 
controladores (CT) y virémicos (V), se estimularon con LPS o ssRNA40 por 18 horas. La 
producción intracelular de IL-1β se evaluó en las cDC (a) y monocitos (b), se muestran graficas 
de puntos representativas de cada grupo de estudio. 
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7.4. Apartado 4  

Células Dendríticas plasmacitoides (pDC) 

 

7.4.1. Expresión diferencial de marcadores de activación en pDC de 
individuos virémicos y CTs, ex vivo  

La mayor concentración de productos bacterianos circulantes y el mayor número de 

viriones en los individuos virémicos además de alterar la función de las cDC como se 

mostró en los resultados anteriores, también podría afectar directa o indirectamente a 

las pDC. 

Al igual que las cDC, inicialmente se determinó la expresión de marcadores de 

activación en la superficie de las pDC de los individuos virémicos y CTs, ex vivo. En la 

figura 14a, se muestra un histograma representativo de la expresión de CD40 en pDC 

de un individuo de cada grupo de estudio. Se observa que las pDC del individuo 

virémico tienen mayor expresión de CD40 que las pDC del CT, pero al graficar las MFI 

de los individuos del grupo no se encontraron diferencias significativas. De manera 

similar a lo que se observó con las cDC, en los individuos virémicos hay mayor 

frecuencia de pDC CD40+ en comparación con los individuos VIH- (p <0.0001). No se 

observaron diferencias entre los grupos de estudio en la MFI de la expresión de CD86 

en las pDC, ni en el porcentaje de células CD86+ (figura 14b). En cuanto a CD47, figura 

14c, se muestra que las pDC de los CTs tienen mayor expresión de esta molécula en 

su superficie al comparar con las pDC de VIH- (p=0.0173). En el porcentaje de células 

positivas para CD47 no se encontraron diferencias al comparar entre grupos. Estos 

resultados muestran que hay expresión diferencial de los marcadores de activación en 

las pDC de los individuos VIH+, caracterizándose por la expresión de CD40 las pDC de 

individuos virémicos y CD47 las pDC de los CTs.  
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Figura 14. Expresión diferencial de moléculas de activación en pDC de individuos 
virémicos y controladores, ex vivo. Se obtuvieron PBMC de individuos VIH- (VIH-, n=22), 
controladores (CT, n=16) e individuos virémicos (V, n=18) y fueron marcados ex-vivo para 
determinar la expresión de CD40 (a), CD86 (b) y CD47 (c) en pDC por citometría de flujo. Un 
histograma representativo de un individuo de cada grupo se muestra a la izquierda con los 
valores de MFI correspondientes. Las gráficas muestran el valor de MFI y porcentaje de células 
positivas dentro de la población de pDC para cada marcador. Los individuos masculinos 
(símbolos rellenos) y femeninos (símbolos vacíos). Los datos se analizaron con la prueba U de 
Mann-Whitney. Se consideró diferencia significativa p <0.05. FMO (del inglés fluorescence 
minus one). 
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7.4.2. Expresión diferencial de marcadores de activación en pDC de 
individuos VIH+ y VIH- después de estimulación con ligandos de TLR  

Ex vivo se observó que había diferencia en la expresión de marcadores de activación 

en las pDC de individuos virémicos y CTs. Para evaluar si esta diferencia se debía a 

una respuesta diferencial de las pDC a los ligandos de TLR, se determinó el cambio en 

la expresión de los marcadores de activación en las pDC en respuesta a los ligandos de 

TLR-8 (ssRNA40 secuencia de RNA del VIH).y TLR-9 (CpG-ODN2216, DNA 

hipometilado). En la figura 15a, se muestra un histograma representativo de la 

expresión de CD40 en pDC de un individuo de cada grupo, se observa que las pDC del 

CT en ausencia de estímulo expresan ligeramente más CD40 que las pDC del individuo 

virémico. Después de estimular con CpG, las pDC del individuo VIH- aumentan 

claramente la expresión de CD40, en cambio las pDC del CT e individuo virémico solo 

presentan un pequeño aumento en la expresión de este marcador. Al graficar el índice 

de aumento en la expresión de CD40 se confirmó que después del estímulo con CpG 

hay poco cambio en la expresión de esta molécula en las pDC de los individuos VIH+, 

siendo significativa la diferencia al comparar con las pDC del grupo de VIH- (p=0.0009 y 

p=0.0441, CTs y virémicos respectivamente; figura 15b). Se observa un 

comportamiento similar después de la estimulación con ssRNA40, figura 15c.  

En la figura 15d se muestra en histogramas representativos la expresión de CD86 en 

las pDC de un individuo de cada grupo. Se observa que en ausencia de estímulo la 

expresión de esta molécula es similar en los tres grupos de estudio, dato que confirma 

los resultados ex vivo. Después de estimular con CpG se observa un pequeño cambio 

en la expresión de CD86 en las pDC de los individuos VIH+, pero es menor al aumento 

que se observa en las pDC del individuo VIH-. Al determinar los índices de aumento se 

muestra que las pDC del grupo de VIH- aumentan claramente la expresión de CD86 en 

respuesta a la estimulación con CpG y es significativamente mayor que la expresión de 

las pDC de los grupos VIH+ (p=0.0070 y p=0.0253, para CTs y V respectivamente; 

figura 15e.). Después del estímulo con ssRNA40 se observa un comportamiento similar, 

figura 15f. 
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Figura 15. Expresión diferencial de moléculas de activación en pDC de individuos VIH+ y 
VIH- después de estimular con CpG o ssRNA40. Se obtuvieron PBMC de individuos VIH- 
(VIH-), controladores (CT) y virémicos (V), se estimularon o no con los ligandos de TLR por 18 
horas y posteriormente se marcaron para determinar la expresión de CD40 (a) y CD86 (d) en 
las pDC por citometría de flujo. Se muestra un histograma representativo por grupo con el 
estímulo de CpG, se incluyeron los valores de MFI. Se evaluó el índice de aumento en la 
expresión de CD40 (b y c) y CD86 (e y f) en las pDC de los individuos VIH-, CT y V después de 
18 h de estímulo con CpG-ODN2216 (b y e) o ssRNA40 (c y f). El índice de aumento en la 
expresión de marcadores se calculó como el MFI de las pDC estimuladas dividido entre el MFI 
de las pDC sin estimular. n=13 para los individuos VIH-, n=8 para CT y n=9 para V. Los datos 
son mostrados en gráficos de cajas y bigotes: min-máx. Los datos se analizaron con la prueba 
U de Mann-Whitney. FMO (del inglés fluorescence minus one) Se consideró diferencia 
significativa cuando p<0.05. 

 

Los resultados muestran que a diferencia de las cDC, las pDC de ambos individuos 

VIH+ CTs y virémicos tienen una baja capacidad de expresar marcadores de activación 

en su superficie en respuesta a estímulos de activación como los ligandos de TLR-8 y 
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TLR-9. Esto sugiere que las pDC pueden tener algún mecanismo de regulación 

negativa que no permite el aumento de moléculas de activación, o ya están en un 

estado exhausto en el cual ya no responden debido al ambiente de inflamación crónico 

en el que se encontraban. Esto podría indicar que las pDC no tienen la capacidad de 

participar como APC para la activación de linfocitos T y al tratarse de una infección viral 

se encuentran más afectadas que las cDC. 

7.4.3. Producción diferencial de TNF-α por las pDC de los individuos 
virémicos y CTs en respuesta al estímulo de ssRNA40 

Para determinar si la ausencia de expresión de marcadores de activación en las pDC 

de los individuos VIH+ influía en su capacidad de producir citocinas, se evaluó la 

producción intracelular de TNF-α e IFN-α en las pDC después de activar PBMC con 

ssRNA40 o CpG-ODN2216. En la figura 16a, se muestra un ejemplo representativo, en 

graficas de puntos, de la producción de TNF-α e IFN-α en pDC de los grupos de estudio 

después de estimular con CpG, ligando de TLR-9. Sólo con este estimulo se detectó 

IFN-α intracelular. Se observa que los individuos de estudio tienen una frecuencia 

similar de pDC TNF-α+ e IFN-α+. Al graficar todos los individuos del ensayo, figura 16b-

d, se observa que en ausencia de estímulo hay una baja producción de citocinas que no 

es significativamente diferente al comparar entre grupos. Claramente las pDC de los 

individuos VIH+ y VIH- se activan con los ligandos de TLR, ya que se encontró un 

aumento significativo al comparar el porcentaje de células citocinas positivas sin 

estímulo y con estímulo de cada grupo (no se marca en la gráfica p <0.01). Después del 

estímulo con CpG no se encontraron diferencias en la frecuencia de pDC productoras 

de TNF-α o IFN-α al comparar entre los grupos de estudio, figura 16b y c. Después de 

activar las células con ssRNA40 se encontró una frecuencia similar de pDC TNF-α+ en 

los individuos VIH- y CTs. En cambio los individuos virémicos tienen mayor frecuencia 

de pDC TNF-α+ al comparar con los CTs (p=0.0370; fig. 16d). Se hizo un análisis de 

correlación de la CVp con el porcentaje de pDC TNF-α+ después del estímulo con 

ssRNA40 y se observan dos grupos claramente distribuidos pero no hay asociación 

entre estos dos parámetros (figura 16e). 
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Figura 16. Producción diferencial de TNF-α por pDC de individuos virémicos y 
controladores en respuesta al estímulo de ssRNA40 Se aislaron PBMC de individuos VIH- 
(VIH-), controladores (CT) y virémicos (V), se estimularon o no con CpG-ODN2216 (CpG) o 
ssRNA40 por 18 horas. Posteriormente se determinó por tinción intracelular la producción de 
TNF-α e IFN-α por las pDC. (a) En graficas de puntos se muestra un ejemplo representativo de 
pDC TNF-α+ e IFN-α+ después del estimular con CpG. Las gráficas muestran el porcentaje de 
pDC TNF-α+ o IFN-α+ en las muestras de VIH- (n=13), CT (n=9 u 11) y V (n=9 u 11) después de 
estimular con CpG (b y c) o ssRNA40 (d). Correlación de la frecuencia de pDC TNF−α+ después 
del estímulo con ssRNA40 y carga viral en plasma (e). Se muestra a los CT (cuadrados) y V 
(triángulos); individuos masculinos (símbolos rellenos) y femeninos (símbolos vacíos). Los datos 

rs=0.2233 
p=0.2629 
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se analizaron con la prueba U de Mann-Whitney y correlación de Spearman, respectivamente. 
Se consideró diferencia significa cuando p< 0.05. 

 

Estos resultados indican que las pDC de los individuos VIH+ CTs y virémicos, a pesar 

de no incrementar in vivo la expresión de marcadores de activación, aún son capaces 

de producir citocinas en respuesta a ligandos de TLR. La respuesta de las pDC de los 

individuos virémicos y CTs es similar frente al estímulo de CpG, pero difieren en 

respuesta a ssRNA40. Después de la estimulación con ssRNA40, los individuos 

virémicos tienen una mayor frecuencia de pDC TNF-α+ en comparación con los CTs, lo 

cual podría contribuir a la activación crónica descrita en estos individuos. 

 

7.4.4. Menor concentración de TNF-α, IFN-α e IP-10 en sobrenadantes de 

cultivo de células de CTs  

Para evaluar si la cantidad de citocinas determinadas intracelularmente en las pDC se 

secretaba al medio y se reflejaba en el cultivo total de PBMC, se determinó la 

concentración de TNF-α, IFN-α e IP-10 en sobrenadantes de los cultivos después de 

estimular con los ligandos de TLR-8 y TLR-9. En la figura 17, se observa que en 

ausencia de estímulo no hay diferencia en la concentración de las moléculas de estudio 

al comparar entre grupos. Después de estimular con CpG no se observó diferencia en 

la concentración de TNF-α entre los grupos de estudio, pero si hay mayor 

concentración de IFN-α en los sobrenadantes de los cultivos de las células de los 

individuos VIH- en comparación con los sobrenadantes de los VIH+ (p=0.0044 al 

comparar con CTs y p=0.0009 al comparar con virémicos; fig. 17a). Además se 

determinó la concentración de IP-10, como una proteína de respuesta a IFN, y se 

encontró menor concentración en los sobrenadantes de las células de CTs en 

comparación con los sobrenadantes de individuos virémicos (p= 0.0104) y VIH- (p= 

0.0025). 

Después del estímulo con ssRNA40 se observó una menor concentración de TNF-α en 

los cultivos de los CTs en comparación con los cultivos de las células de individuos 
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virémicos (p=0.0374; figura 17b). También se observó menor concentración de IFN-α  e 

IP-10 en los cultivos de los CTs, que es significativamente diferente al comparar con los 

cultivos de los individuos VIH- (p=0.0434 y p= 0.0343 respectivamente; figura 17b).  

Estos resultados muestran que en respuesta a los ligandos de TLR hay menor 

producción de TNF-α, IFN-α e IP-10 en los cultivos de las células de CTs, lo cual podría 

sugerir que estos individuos cuentan con un mecanismo regulado que impide que se 

produzcan grandes cantidades de citocinas o tienen una incapacidad para producirlas. 

 

Figura 17. Menor concentración de TNF-α, IFN-α e IP-10 en sobrenadantes de cultivo de 
PBMC de individuos controladores estimuladas con TLR. Se aislaron PBMC de individuos 
VIH- (VIH-), controladores (CT) y virémicos (V), se estimularon o no con CpG-ODN2216 (a) o 
ssRNA40 (b) por 18 horas. Posteriormente se recuperaron los sobrenadantes y se determinó la 
concentración de TNF-α, IFN-α e IP-10 por ensayo de Luminex. Los datos se analizaron con la 
prueba U de Mann-Whitney. Se consideró diferencia significa cuando p< 0.05.  
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8. DISCUSIÓN 

Existen diferentes mecanismos moleculares y celulares que contribuyen a la 

patogénesis durante la infección por VIH, además de la infección de las células T CD4+ 

y otras células, la activación crónica del sistema inmune parece tener un papel 

importante en la progresión de la enfermedad (Deeks et al., 2004; Hazenberg et al., 

2003). Se ha descrito que en el plasma de los individuos infectados por VIH se 

encuentran productos bacterianos consecuencia de la translocación bacteriana 

(Brenchley et al., 2006; Estes et al., 2010), que pueden favorecer la activación crónica 

de las células del sistema inmune innato y adaptativo impactando en su función. Sin 

embargo, aún no es claro si las DC se activan durante el proceso, como esto puede 

afectar en su función y si pueden contribuir a la activación crónica del sistema inmune.  

En el presente trabajo se encontraron diferencias en el fenotipo de las cDC y pDC de 

los individuos virémicos y CTs, así también en la producción de TNF-α en respuesta a 

LPS y ssRNA40 (en cDC y pDC respectivamente). Esto sugiere que las DC de los 

individuos virémicos y CTs contribuyen diferencialmente a la activación crónica del 

sistema inmune, lo cual pudiera tener consecuencias importantes en la patogénesis de 

la infección por VIH. De esta forma, las cDC y pDC de los individuos virémicos tienen 

una hiperrespuesta a la activación por TLR-4 y TLR-8 respectivamente, lo cual podría 

contribuir a la progresión de la patogénesis de la infección. Mientras que las DC de los 

CTs tienen una respuesta controlada a través de estos receptores. 

Inicialmente se evaluaron las frecuencias y el número de DC en los grupos de estudio. 

Se encontró que en los individuos VIH+ hay una disminución tanto en la frecuencia 

como en el número de DC en sangre periférica en comparación con los individuos VIH-, 

resultados similares a lo ya reportado en la literatura (Chehimi et al., 2002; Pacanowski 

et al., 2001; Sabado et al., 2010). No se encontraron diferencias en estos parámetros 

entre individuos virémicos y CTs, lo cual indica que la disminución de DC puede ocurrir 

desde etapas tempranas de la infección por VIH, como ya ha sido reportado (Huang et 

al., 2011; Sabado et al., 2010), y se mantiene durante la etapa crónica independiente de 

la CVp.  
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También se encontró mayor concentración de sCD14 en el plasma de los individuos 

virémicos, como ya ha sido reportado por otros autores (Brenchley et al., 2006; Sandler 

et al., 2011). Adicionalmente se mostró que la CVp correlaciona de forma positiva con la 

concentración de sCD14 en plasma, marcador indirecto de la presencia de LPS, lo cual 

indica que la presencia de LPS y quizá otros componentes bacterianos se asocian con 

la CVp y difiere en los grupos VIH+ evaluados en este estudio. Así la diferencia en 

productos bacterianos observada en los individuos virémicos y CTs puede impactar de 

forma distinta en la activación de las DC.  

Como previamente se ha reportado (Barron et al., 2003; Dillon et al., 2008), se encontró 

un fenotipo parcialmente activado en las cDC y pDC de los individuos VIH+ en 

comparación con las DC de los individuos VIH-. De forma interesante se encontró un 

fenotipo distinto en los grupos VIH+; el fenotipo parcialmente activado en las cDC y pDC 

de los individuos virémicos se caracterizó por un mayor porcentaje de células CD40+ en 

ausencia de otros marcadores de activación. En cambio el fenotipo de activación parcial 

en las cDC de los CTs muestra mayor expresión de CD86 y CD47, y en las pDC 

únicamente CD47. La diferente expresión de marcadores de activación en las DC de 

CTs e individuos virémicos, fenotipo ex vivo, podría ser consecuencia del contacto 

continuo con productos bacterianos y/o virales o quizá debido a una señalización 

distinta, así también puede verse influenciado por el microambiente inflamatorio 

derivado de la activación crónica del sistema inmune. El fenotipo ex vivo que se 

observó en las DC de los CTs indica un fenotipo menos activado de estas células, lo 

cual puede resultar de la regulación de los IFN-I, que como se ha reportado tiene un 

papel importante en la patogénesis del VIH durante la etapa aguda de la infección por 

VIH/SIV (Hardy et al., 2013; Herbeuval and Shearer, 2007; Mandl et al., 2008). Así 

también las proteínas y genes de respuesta al IFN se han propuesto como marcadores 

de la infección para VIH (Bosinger et al., 2009; Rotger et al., 2011). De acuerdo con 

esto se encontró mayor expresión de CD47, una proteína que se expresa en respuesta 

a IFN (de Veer et al., 2001), en las cDC y pDC de CTs. Además se observó una 

correlación positiva de la expresión de CD86 y CD47 en las cDC de los individuos VIH+, 

lo cual indicaría una relación entre estos dos marcadores y su posible regulación por 

IFN. Se ha reportado que la expresión de CD47 en cDC es importante para su 
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migración a órganos linfoides secundarios (Van et al., 2006) y la señalización a través 

de CD47 en DC limita la producción de citocinas proinflamatorias, manteniendo a estas 

células en un estado inmaduro (Demeure et al., 2000). Así el IFN-α en respuesta a la 

infección viral podría inducir la expresión de CD47 y la señalización a través de este 

marcador favorecer la expresión de CD86 pero no CD40, manteniendo un fenotipo 

parcialmente maduro. En cambio se ha reportado que la interacción de CD40-CD40L en 

las pDC disminuye la producción de IFN-α, lo cual puede favorecer la progresión de la 

enfermedad en los individuos virémicos al inhibir la respuesta antiviral (Donhauser et 

al., 2012). 

La consecuencia funcional de un fenotipo parcial como el que se observó en las cDC y 

pDC de los CTs e individuos virémicos en la activación de las células T necesita ser 

estudiado, pero se ha reportado que los CTs cuentan con una respuesta de células 

CD4+ y CD8+ especificas contra el VIH (Blankson, 2010; Emu et al., 2005; Friedrich et 

al., 2007), lo cual podría explicar parcialmente el control de la replicación viral en estos 

individuos. Por lo tanto, es posible que las DC de los CTs, a pesar de ser diferentes a 

las DC de los individuos sin infección, aún sean capaces de inducir la activación de 

células T específicas contra el VIH y apagar su activación quizá mediado por IFN. A 

diferencia de las DC de los individuos virémicos que mantienen la expresión de CD40 y 

parecen no apagar la señal, estas células ya no podrían inducir una respuesta 

específica de células T contra el virus o quizá favorecerían la activación de células no 

específicas. 

Para evaluar si las diferencias en el fenotipo ex vivo podía ser consecuencia de la 

interacción con ligandos derivados de productos bacterianos o virales se determinó el 

fenotipo y la capacidad de producción de citocinas de las DC de individuos CTs y 

virémicos en respuesta a ligandos de TLR bacterianos (LPS/TLR-4; CpG/TLR-9) o 

virales (ssRNA/TLR-8; CpG/TLR-9).  

Después de la estimulación in vitro con los ligandos de TLR, se observaron diferentes 

patrones de expresión de los marcadores de activación en las DC. Por un lado, se 

observó que las cDC de individuos virémicos incrementan la expresión de CD40 pero 

no CD86 en respuesta a ligandos de TLR-4 y TLR-8, en contraste las cDC de CTs 
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tienen sólo un ligero aumento en la expresión de ambos marcadores. Se conoce que la 

expresión de moléculas como CD40, CD86 y CD80 en DC son necesarias para la 

expansión y maduración de células T; pero la relevancia de expresar sólo una molécula 

versus otra en las cDC y su interacción con las células T se desconoce.  

Por otro lado, las pDC de los CTs e individuos virémicos al ser estimuladas con los 

ligandos de TLR-8 y TLR-9 mostraron un pequeño incremento en la expresión de CD86 

y CD40, comparada con la expresión de las pDC de VIH-. Estos resultados podrían 

indicar que aún en presencia de productos bacterianos y/o virales estas células cuentan 

con mecanismos de regulación negativa que impide que se sobre expresen los 

marcadores de activación, evitando que las pDC adquieran una actividad de célula 

presentadora de antígeno. Otra interpretación a estos resultados podría ser que estas 

células tengan un fenotipo exhausto y no son capaces de responder a los ligandos de 

TLR, ya que al tratarse de una infección viral crónica su función podría afectarse desde 

la etapa aguda de la infección.  

De forma interesante, además del fenotipo diferencial de las cDC de los CTs e 

individuos virémicos después de activación in vitro, se encontraron también diferencias 

funcionales principalmente en respuesta a LPS. A pesar de que las cDC de CTs e 

individuos virémicos mostraron una producción de TNF-α basal al comparar con VIH-, el 

porcentaje de cDC TNF-α+ después de la estimulación con LPS fue similar entre CTs e 

individuos VIH-. En cambio en los individuos virémicos se encontró mayor porcentaje de 

cDC TNF-α+, al comparar con los CTs e individuos VIH-, indicando una hiperrespuesta a 

LPS. Estos resultados sugieren que a pesar que las cDC de los individuos CTs 

pudieron haber estado en contacto con productos bacterianos y en un medio pro-

inflamatorio responden similar a los individuos VIH-, lo cual sugiere nuevamente la 

presencia de mecanismos de regulación negativa que impide la sobreproducción de 

TNF-α en respuesta a LPS. También se encontró una correlación positiva entre el 

porcentaje de cDC TNF-α+ en respuesta a LPS y la CVp, sugiriendo que la cantidad de 

viriones está asociado con la capacidad de respuesta de las cDC a través de TLR-4. Se 

ha reportado que el TNF-α induce la replicación del VIH en los linfocitos T CD4+ 

infectados, por la ruta de activación de NF-kB (Duh et al., 1989; Lacoste et al., 1990), 
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favoreciendo alta CVp en los individuos VIH+ virémicos. Consistente con estos 

resultados, la hiperrespuesta de TNF-α al LPS en las cDC de los individuos virémicos 

contribuirían con la progresión de la infección. No se encontraron diferencias en la 

producción de IL-12 entre CTs e individuos virémicos cuando se estimularon con LPS o 

ssRNA40. El que IL-12 no se incremente en las cDC de los individuos virémicos en 

respuesta a la estimulación por TLR-4, sugiere que la hiperrespuesta a LPS en la 

infección por VIH es polarizada sólo a algunas citocinas, en este caso principalmente 

TNF-α.  

En los sobrenadantes de cultivo de las células de individuos virémicos se encontró 

mayor concentración de TNF-α que en los otros grupos de estudio, sugiriendo que la 

sobreproducción de TNF-α observada en las cDC se refleja en el cultivo de células 

totales. Posteriormente se evaluó si otras células podrían participar en la alta 

producción de TNF-α en los individuos virémicos y se encontró que los monocitos 

(células CD14+) también eran una fuente importante de esta citocina, pero no se 

observaron diferencias entre los grupos de estudio. Esto indica que la producción de 

TNF-α diferencial entre individuos VIH+ virémicos y CTs está dada principalmente por 

las cDC. Se ha descrito que grandes cantidades de TNF-α participan en la destrucción 

de células epiteliales intestinales (Leppkes et al., 2014; Wang et al., 2005) permitiendo 

el aumento en la translocación de productos bacterianos que se observan en los 

individuos VIH+ virémicos. De esta forma la mayor producción de TNF-α por las cDC de 

los individuos virémicos en respuesta a LPS, podría contribuir al daño en mucosas, al 

aumento de la activación de las células del sistema inmune y progresión de la 

patogénesis de la infección.  

En individuos VIH+ virémicos se ha reportado que los monocitos MDC-8+ se 

incrementan en número y son los principales productores de TNF-α en respuesta a la 

activación por LPS (Dutertre et al., 2012). En el presente trabajo no se evaluó esta 

población específicamente pero es posible que estas cDC provenientes de monocitos 

contribuyan a la alta producción de TNF-α en los individuos virémicos. 
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También se encontró mayor concentración de IL-1β en los sobrenadantes de los 

cultivos de las células de individuos virémicos en comparación con los cultivos de los 

CTs. Se evaluó la producción intracelular de esta citocina y se encontró que 

prácticamente todos los monocitos producen IL-1β en los tres grupos de estudio, en 

cambio las cDC de los CTs tienen un menor porcentaje de células positivas para IL-1β 

que los individuos virémicos, lo cual nuevamente podría deberse a un mecanismo de 

regulación en la producción de citocinas en las cDC de los individuos CTs.  

 

En conjunto los resultados de las cDC sugieren que a pesar de no haber encontrado 

diferencia significativa en la concentración de sCD14 entre CTs e individuos virémicos, 

es posible que las cDC de los CTs puedan mantener mecanismos de regulación, aún 

en la presencia de productos bacterianos como el LPS, que evitan la activación 

exacerbada a través de TLR-4 e involucra la producción regulada de TNF-α e IL-β. En 

cambio, la combinación de más de un factor que favorezca la activación crónica, como 

la alta carga viral, productos bacterianos y disminución de células T CD4 en conjunto 

con la ausencia de mecanismos de regulación negativa pueden ser los responsables de 

la hiperrespuesta de las cDC al LPS que se observa en los individuos virémicos y no en 

los CTs. 

Se ha reportado que la expresión de TLR-4 correlaciona positivamente con la CVp, pero 

no con la concentración de LPS (Lester et al., 2009). Esto podría sugerir que la menor 

expresión de TLR-4, relacionada con la baja CVp, en los CTs podría favorecer una 

menor respuesta al LPS. Se evaluó la expresión tanto de TLR-4 como de TLR-8 en las 

cDC y no se encontró diferencias significativas, por lo que la respuesta diferencial al 

LPS en nuestros grupos de estudio no se debe a la expresión de TLR-4. Lo cual sugiere 

que las diferencias pueden ser consecuencia de una señalización intracelular regulada 

o diferente a través de estos receptores.  
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A diferencia de las cDC, las pDC son células con gran capacidad de producir IFN-I en 

respuesta a estímulos virales. Algunos reportes en la literatura sugieren que las pDC de 

individuos VIH+ están disfuncionales al perder su capacidad de producción de IFN-I. En 

este trabajo se mostró que el fenotipo de las pDC presenta cambios mínimos en la 

expresión de marcadores de activación en respuesta a los ligandos de TLR-9 y TLR-8 

en los grupos de individuos VIH+ virémicos y CTs. Sugiriendo que quizá las pDC están 

afectadas desde la etapa aguda de la infección y ya no son capaces de producir 

citocinas, como ya ha sido reportado por otros autores (Huang et al., 2011).  

Para determinar si la producción de citocinas estaba disfuncional en las pDC, se evaluó 

la producción intracelular de IFN-α y TNF-α en estas células de los individuos VIH+ y 

VIH- después de estimular con ligandos de TLR. Los individuos virémicos y CTs tienen 

la misma frecuencia de pDC positivas para IFN-α y TNF-α que los individuos VIH- al 

estimularse a través de TLR-9 con CpG-ODN2216.  Claramente hay diferencia entre 

con y sin estímulo lo que indica que las pDC responden al estímulo con producción de 

citocinas, a pesar de no haber aumento en la expresión de marcadores en su superficie, 

lo cual indica su capacidad de respuesta y no un estado exhausto. 

Con el estímulo de ssRNA40 que es una secuencia sintética de RNA del virus de VIH, 

ligando de TLR-8, se observó mayor porcentaje de pDC TNF-α+ en los individuos 

virémicos en comparación con los CTs, este resultado es similar a lo que se había 

observado en las cDC diferencia en respuesta al ligando de TLR-4 con producción de 

TNF-α. Estos resultados sugieren que la respuesta diferencial entre individuos 

virémicos y CTs pueden extenderse a otra subpoblación de DC y otros TLR pero la 

consecuencia observada principalmente es la mayor producción de TNF-α.  

Se ha reportado que en individuos virémicos hay un mayor porcentaje de pDC TNF-α+ 

en respuesta a CL097, ligando de TLR-7/8, en comparación con los CTs elite (Chang et 

al., 2012). Estos resultados sugieren que las pDC de los individuos CTs responden de 

forma regulada a RNA de cadena sencilla, pudiendo ser activadas por TLR-7 o quizá 

TLR-8. 
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La infección por VIH se ha asociado con un incremento en la expresión de RNAm de 

TLR-6, TLR-7 y TLR-8 en PBMC; y la expresión de TLR-7 correlaciona positivamente 

con la CVp (Lester et al., 2008). Esto explicaría en parte la mayor respuesta de las pDC 

de los individuos virémicos al estímulo de RNA de cadena sencilla. 

Se ha descrito que las pDC de humano expresan TLR-7 y TLR-9, pero carecen de la 

expresión de TLR-8 (Jarrossay et al., 2001; Kadowaki et al., 2001; Ueno et al., 2007). 

TLR-7, TLR-8 y TLR-9, son receptores con alta homología en su secuencia, reconocen 

moléculas de RNA y DNA respectivamente (Roach et al., 2005; Wagner, 2004). TLR-7 y 

TLR-8 se activan por RNA de cadena sencilla ricos en uridina o guanosina de los virus 

o compuestos sintéticos imidazoquinolinas: imiquimod y R-848, así como análogos de 

guanosina (Diebold et al., 2004; Heil et al., 2004; Lund et al., 2004). Se ha demostrado 

que el TLR-8 en pDC murinas puede detectar DNA rico en poly (A)/T (Martinez et al., 

2010). En humanos se ha descrito que las pDC de individuos VIH+ y VIH- se activan por 

agonistas de TLR-7, TLR-8 y TLR-7/8, encontrando mayor porcentaje de pDC CD86+, 

CD83+ y CD40+ en respuesta a dichos estímulos, pero sólo al activarse por TLR-7 

producen IFN-α (Martinson et al., 2007a); la producción de IFN-α es menor en los 

individuos VIH+. Adicionalmente se ha reportado que la producción de IFN-α por pDC 

en respuesta a VIH (infeccioso o atenuando) o ssRNA40 ocurre a través de la inducción 

de autofagia seguido de señalización por TLR-7 (Zhou et al., 2012). De esta forma es 

posible que las pDC de humano respondan a los ligandos de TLR-8 como el ssRNA40 

a través de TLR-7 o induzcan la expresión del TLR-8 al activarse. 

Contrario a lo que se observó de forma intracelular, en los sobrenadantes de los 

cultivos de los individuos VIH+ CTs y virémicos se observó una menor concentración de 

IFN-α en comparación con los sobrenadantes de los individuos VIH-, lo cual concuerda 

con otros estudios (Chehimi et al., 2002; Donaghy et al., 2001; Feldman et al., 2001; 

Machmach et al., 2012). El que haya una discrepancia entre la frecuencia de pDC 

productoras de IFN-α y la citocina liberada al medio en respuesta a CpG-ODN2216, 

sugiere que posiblemente en la infección por VIH otras células contribuyen a la 

producción de IFN-α, como ha sido propuesto por otros grupos (Kader et al., 2013; 

Nascimbeni et al., 2009). Otra explicación podría ser que la citocina producida en la 
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pDC se libera pero al encontrarse en menor número en los individuos VIH+ no se refleja 

el aumento en los sobrenadantes de PBMC al ser estimuladas.  

De forma interesante se encontró una menor concentración de TNF-α, IFN-α e IP-10 en 

respuesta a ssRNA40 en los cultivos de las células de los CTs, lo cual sugiere que 

estas células de alguna forma regulan la producción de citocinas en respuesta al 

estímulo con el que probablemente estuvieron en contacto, en este caso RNA de 

cadena sencilla del virus, o son inherentemente menos capaces de producirlas.  

En general encontramos que las DC de los CTs tienen una respuesta regulada con baja 

producción de TNF-α. Una posibilidad era que tuvieran menor expresión de receptores 

tipo Toll, pero no se encontraron diferencias en la expresión de TLR-4 y TLR-8 entre 

individuos VIH+. Por lo cual es posible que la regulación en la producción de TNF-α 

involucre la señalización intracelular de los TLR. Existen varios niveles a los cuales se 

puede regular la producción de TNF-α, se ha descrito que la acumulación y 

estabilización del mRNA de TNF-α favorece la alta producción de esta citocina en 

respuesta a LPS (Kishore et al., 2004), de esta forma las DC de los individuos virémicos 

podrían exacerbar su respuesta al LPS, no así las DC de los CTs. También se ha 

demostrado que la expresión de moléculas que regulan la cascada de activación de los 

TLR participan en los mecanismos de tolerancia a través de estos receptores, entre 

estas moléculas se ha descrito que A20, enzima deubiquitinasa, es esencial para 

tolerancia al LPS (Li et al., 2013; Xiong et al., 2011). También otras moléculas como 

IRAKM y SOCS1 apagan la señalización de la activación de TLR (Liew et al., 2005). 

Otros mecanismos de regulación que podrían estar participando es la expresión de 

miRNAs que regulan la activación de los TLR (Smyth et al., 2015). En trabajos futuros 

sería interesante evaluar estas posibilidades de regulación en las DC de los CTs e 

individuos virémicos para determinar los mecanismos que participan en la inhibición o 

en la sobreproducción de TNF-α respectivamente y proponerlo como posibles blancos 

terapéuticos.  
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En resumen, en el presente trabajo se describió que las cDC y pDC de los individuos 

virémicos y CTs difieren en fenotipo y función. Se encontró que las DC de individuos 

VIH+ CTs y virémicos tienen un fenotipo de activación parcial ex vivo. Las cDC y pDC 

de los individuos virémicos se caracterizan por la expresión de CD40, en tanto que los 

CTs se caracterizan por la mayor expresión de CD86 y CD47 en cDC, y sólo CD47 en 

las pDC. Después de activación in vitro las DC tienen diferente comportamiento en 

respuesta a los ligandos de TLR. Se encontró que las cDC en respuesta a LPS y las 

pDC en respuesta a ssRNA40 de los individuos virémicos tienen mayor capacidad de 

producir TNF-α que las DC de los CTs. Esta mayor producción de TNF-α en los 

individuos virémicos podría contribuir en la progresión de infección. Estos resultados y 

la menor concentración de otras citocinas proinflamatorias, sugieren que las DC de los 

CTs mantienen mecanismos de regulación negativa que evitan que respondan 

excesivamente como lo hacen las DC de los individuos virémicos, indicando que estas 

células responden diferente a la activación inmune crónica. En cambio la hiper- 

respuesta de las DC de los individuos virémicos podría favorecer la activación crónica 

del sistema inmune, sugiriendo la participación de estas células en la progresión de la 

enfermedad. 
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9. CONCLUSIÓN 

 

Las cDC y pDC de individuos VIH+ virémicos tienen un fenotipo de activación parcial y 

mayor producción de TNF-α en respuesta a LPS o ssRNA40 respectivamente, con lo 

cual podrían contribuir en el proceso de activación crónica del sistema inmune, descrito 

en estos individuos. En cambio, las cDC y pDC de los CTs parecen tener una respuesta 

regulada a ligandos de TLR-4 y TLR-8 respectivamente, sugiriendo que estas células 

responden de forma diferente a la activación crónica y son capaces de controlar la 

producción de mediadores inflamatorios para evitar el daño a tejidos y activación del 

sistema inmunológico.  

Considerando el uso de las DC como una alternativa de terapia o vacuna para controlar 

la replicación del VIH, sería importante encontrar adyuvantes que logren la expresión 

adecuada de marcadores de activación para que estas células puedan funcionar 

eficientemente como célula presentadora de antígeno. Así también lograr una respuesta 

controlada como la que se observó en las DC de los CTs, para que en el microambiente 

de inflamación crónica y presencia de componentes virales o bacterianos, se evite la 

sobreproducción de citocinas como TNF-α e IL-1β. 
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ANEXOS 

FIGURAS SUPLEMENTARIAS 

 

 

Figura I. Estrategia de análisis para la identificación de los subtipos de DC. Se obtuvieron 
PBMC por gradiente de densidad de individuos VIH-, controladores (CT) y virémicos (V); 
posteriormente se marcaron con varias combinaciones de anticuerpos monoclonales. Las 
células se analizaron basándose en eventos únicos, células vivas y con morfología 
correspondiente a linfocitos y monocitos. Los subtipos de DC se identificaron como células LIN- 
(CD3-, CD14-, CD19- and CD56-) HLA-DR+ y que expresarán CD11c+ (cDC) o CD123+ (pDC). 
Se muestran graficas de puntos representativas de un individuo por grupo de estudio. 
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Figura II. Expresión de TLR-4 y TLR-8 en cDC. Se obtuvieron PBMC de individuos VIH-, 
controladores (CT) y virémicos (V); posteriormente se marcaron con varias combinaciones de 
anticuerpos monoclonales para determinar la expresión de TLR-4 (a) y TLR-8 (b) en las cDC 
por citometría de flujo. A la izquierda se muestra un histograma representativo de la expresión 
de TLR en cada grupo, se incluye el valor de MFI. Las gráficas muestran el MFI para cada 
marcador en la población de cDC. Masculinos (símbolos rellenos) y femeninos (símbolos 
vacíos). Los datos se analizaron con la prueba U de Mann-Whitney y se consideró diferencia 
significativa cuando p<0.05. 
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Figura III. Estrategia de análisis para identificar células B, células NK, células T CD4+ y 
monocitos. Se obtuvieron PBMC por gradiente de densidad y se trataron o no con ligandos de 
TLR por 18 horas. Después del cultivo se marcaron con varios anticuerpos monoclonales. Las 
células se analizaron a partir de eventos únicos, células vivas y morfología correspondiente a 
linfocitos o monocitos. Se idéntico a las células B (CD19+), células NK (CD56+), monocitos 
(CD14+) y células T (CD3+CD4+). 
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trollers (CTs). The HIV+ subjects were classified into two groups according to 
their plasma viral load (pVL): CT and viraemic. Subjects without HIV were 
included as controls (HIV–). The frequencies and phenotypes of cDC from 
these subjects were evaluated by multi-parameter  flow cytometry. In addi- 
tion,  peripheral  blood  mononuclear  cells (PBMCs) were stimulated  with 
lipopolysaccharide (LPS) or single-stranded RNA40 (ssRNA40), the pheno- 
type of the cDC and the intracellular production  of tumour  necrosis factor 
(TNF)-α by the  cDC were evaluated  by flow cytometry. We observed a 
partial activation phenotype for the cDC in the viraemic subjects and CTs ex 
vivo and after LPS activation, which showed differences in the expression of 
CD40  and  CD86. Furthermore,  in  response  to  LPS the  cDC  from  the 
viraemic subjects produced  more TNF-α compared to the cDC from CTs. 
Interestingly, the percentage of TNF-α+ cDC was found to be correlated 
positively with the pVL. The partial activation of cDC and the over- 
production of TNF-α in response to LPS in viraemic HIV+ subjects might be 
related to the increased chronic activation observed in these subjects. In con- 
trast, cDC from CTs seem to have a regulated response to LPS, indicating 
that  they respond  differently to chronic immune  activation. These results 
may have implications in the development of HIV therapies and vaccines 
using DC. 
 
Keywords: conventional dendritic cells (cDC), HIV+ controllers (CTs), micro- 
bial translocation, TNF-α 

 
 
 
 

Introduction 
 

Dendritic cells (DC) play a central role in coupling innate 
to adaptive immune responses by sensing microbes, secret- 
ing cytokines, presenting antigens and  activating T or  B 
cells [1]. All these characteristics make them potential can- 
didates for cell-based therapies and vaccines [2,3]. DC can 
be divided broadly into two groups: conventional dendritic 
cells (cDC) and plasmacytoid dendritic cells (pDC); these 
subsets differ from each other in phenotype, Toll-like recep- 
tor (TLR) expression and function [4,5]. pDC have been 
studied extensively in the context of human  immunodefi- 
ciency virus (HIV) infection due to their association with 

the control of HIV replication and chronic immune activa- 
tion, as these cells produce high levels of interferon (IFN)-α 
in response to HIV [6–11]. In contrast, cDC have not been 
studied widely during HIV infection, especially with respect 
to their role in the natural  control of HIV replication in 
HIV+  controllers (CTs) and their association with chronic 
immune activation. 

cDC are recognized by their high antigen-presenting 
activity as well as their ability to prime naive T and B cells, 
facilitate T helper type 1 (Th1)  polarization and  induce 
CD8+ cytotoxic T cell immunity [4,12]. Previous studies of 
cDC during HIV infection have shown an important reduc- 
tion in the cDC frequency in the peripheral blood, which 
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starts at the peak viral load and is maintained through the 
chronic phase of infection [7,13–18], and is not recovered 
after anti-retroviral treatment (ART) [15,17]. Importantly, 
cDC depletion has been correlated with the HIV plasma 
viral load (pVL) [14,16,19,20]. The cDC of viraemic sub- 
jects have been described as partially activated cells, based 
on their maturation  and activation markers. Some studies 
have shown increased expression of CD40 and low expres- 
sion of CD86, CD83 and CD80 [21,22], while others have 
shown increased or unchanged expression of CD86 and 
CD83 ex vivo [14,17]. The cDC of viraemic subjects have 
also been reported to have low stimulatory properties 
[7,13,18], a characteristic that is related most probably to 
their partial activation phenotype. 

Impaired cytokine production in response to various 
stimuli, including TLR-7/-8 agonists, attenuated  HIV and 
other HIV strains, has been shown, although some incon- 
sistencies exist between reports [7,18,23–25]. While the 
decreased production of interleukin (IL)-12 and tumour 
necrosis factor (TNF)-α after TLR-7/-8 stimulation during 
the primary phase of HIV infection has been reported [7], 
others have shown that DC are hyperresponsive to stimula- 
tion  with different TLRs (TLR-4, -7, -8 and -9), with 
increased production of proinflammatory cytokines such as 
TNF-α, IL-1β and IL-6 [18,26], a situation that has been 
confirmed in a non-human  primate model of simian 
immunodeficiency virus (SIV) [27]. A higher percentage of 
IL-12+  cDC  is also observed after  TLR-7/-8 stimulation 
[23].  This hyperresponse to  TLR stimulation  suggests a 
close relationship between cDC and proinflammatory 
cytokine production.  All this evidence supports that cDC 
are dysfunctional in viraemic HIV+ subjects. However, there 
are only few data on the phenotypical and functional fea- 
tures of cDC in HIV+ controllers [28,29]. 

cDC dysfunction cannot be attributed directly to HIV 
alone; other factors, including cytokines and other soluble 
plasma components, such as apoptotic microparticles and 
lipopolysaccharide (LPS), might also contribute  to cDC 
dysfunction [30]. Some of these soluble factors, especially 
LPS, are associated with the  chronic  immune  activation 
observed during HIV infection. 

Chronic  immune  activation is a hallmark  of  progres- 
sion in HIV infection. Activation markers in T cells [CD38 
and human leucocyte antigen D-related (HLA-DR)] corre- 
late with disease progression, and this correlation is inde- 
pendent of other factors, such as the pVL [31–33]. One of 
the major contributors to chronic immune activation is 
damage to mucosal barriers, which results in increased 
microbial translocation  and  can be determined  by either 
the levels of LPS or bacterial DNA in the plasma [34,35]. 
LPS is associated not only with the activation of T cell acti- 
vation but  also of monocytes which, in response, secrete 
soluble CD14 (sCD14), rendering sCD14 a reliable 
biomarker of chronic immune activation and mortality in 
HIV [34,36]. 

Thus, the continuous stimulation of DC by microbial 
translocation products may play an important role in their 
altered cytokine production. To further characterize the role 
of cDC in HIV immunopathogenesis, specifically their role 
in chronic immune activation, and to determine if micro- 
bial products  have an impact on  DC activation, we per- 
formed a phenotypical and functional characterization of 
cDC in viraemic subjects and CTs. CTs are a group of HIV+ 

individuals who are able to  maintain  a low pVL (<2000 
RNA copies/ml of plasma) in the absence of ART and have 
lower levels of chronic  immune  activation markers than 
viraemic subjects [37,38], factors that might modulate cDC 
function  and  compromise  the  HIV  response.  Here,  we 
report that despite a clear reduction in the cDC frequency 
in both the viraemic subjects and CTs, the cDC from these 
two groups showed a differential partially activated pheno- 
type. In addition, the cDC from the viraemic subjects over- 
expressed TNF-α in response to LPS, which might be 
related to  the  increased chronic  immune  activation 
observed in these subjects. In contrast, the cDC from the 
CTs  seemed  to  efficiently regulate  their  production   of 
TNF-α, suggesting that these cells may respond differently 
to chronic activation. 
 
 
Materials and methods 
 
Blood samples and study population 
 
This study was conducted at the Departamento de 
Investigación en Enfermedades Infecciosas of the Instituto 
Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER) ‘Ismael 
Cosio Villegas’ (México City, Mexico) and was approved by 
the ethics committee of the INER (B33-10) according to the 
Declaration of Helsinki. 

After written consent was obtained from the study par- 
ticipants, their peripheral blood was collected in acid citrate 
dextrose (ACD) tubes. The individuals with chronic HIV+ 

infections were divided into two groups according to their 
pVL: controllers (CTs), untreated  HIV+  individuals main- 
taining a pVL of <2000 RNA copies/ml for at least 1 year 
(n = 18), and viraemic subjects, HIV+  individuals without 
anti-retroviral   treatment   and  a  pVL  of  >10 000  RNA 
copies/ml  (n = 30).  Subjects  without  HIV  (HIV−)  were 
included  as a  control  group  (n = 45). The  CD4+  T  cell 
counts were significantly lower in the viraemic HIV+  sub- 
jects than in the CTs (P = 0·0002). Individuals with known 
hepatitis C or B virus co-infection were excluded from the 
study. 
 
 
Plasma HIV viral load and CD4 T cell counts 
 
Routine HIV viral load and CD4+ T cell count assays were 
performed for the HIV+ subjects. The plasma viral load was 
quantified by automated real-time polymerase chain reac- 
tion  (PCR) using a m2000 system (Abbott  Laboratories, 



© 2014 British Society for Immunology, Clinical and Experimental Immunology, 178: 489–503 491 

TNF production by cDC of HIV controllers  

 

 
Abbot Park, IL, USA). The range of detection for the pVL 
was 40–10 000 000 copies/ml. The CD4+  T cell count was 
determined using a TruCount kit (BD Biosciences, San Jose, 
CA, USA) according to the manufacturer’s instructions and 
a fluorescence-activated cell sorter (FACS)Canto II 
cytometer (BD Biosciences). 

 
 

Determination of cDC frequency and number 
 

Freshly   isolated   peripheral   blood   mononuclear    cells 

urements   were  performed   in   an   ELx808  absorbance 
microplate reader (BioTek, Winooski, VT, USA). 
 
 
PBMC stimulation with TLR-4 and -8 ligands 
 
Freshly  isolated  PBMCs  from   HIV−    subjects,  CTs  or 
viraemic subjects were suspended  in R10 media (RPMI- 
1640; Lonza, Walkersville, MD, USA) supplemented  with 
10% fetal bovine serum (FBS) (Lonza), 2 mM L-glutamine, 
100 U/ml   penicillin  and   100 μg/ml  streptomycin   at  a 

6
 

(PBMCs) were obtained by density gradient centrifugation density of 2 × 10 cells/well. The cells were cultured in the 

(Lymphoprep; Axis-Shield, Oslo, Norway) and stained with 
a combination of monoclonal antibodies: anti-CD3 fluores- 
cein isothiocyanate (FITC) (clone UCHT1; eBioscience, San 
Diego, CA, USA), anti-CD14 FITC (clone 61D3; eBio- 
science), anti-CD19 FITC (clone HIB19; eBioscience), anti- 
CD56 FITC (clone B159; BD Biosciences), anti-HLA-DR 
APC-Cy7 (clone  L243; BD Biosciences), anti-CD11c 
phycoerythrin-cyanin  5 (PE-Cy5) (clone B-ly6; BD 
Biosciences)  and   anti-CD123  peridinin   chlorophyll 
(PerCP)-Cy5·5 (clone  7G3; BD Biosciences). Live/Dead 
Aqua  dye  (Invitrogen–Life  Technologies, Carlsbad,  CA, 

presence or  absence of  2 μg/ml  LPS (Sigma-Aldrich, St 
Louis,  MO,  USA)  or   5 μg/ml  single-stranded  RNA40 
(ssRNA40) (InvivoGen, San Diego, CA, USA) for 18 h at 
37°C with 5% CO2. The cells or their supernatants  were 
used for the determination  of phenotype or cytokine pro- 
duction, as described in the following methods. 
 
 
Determination of activation markers and TLRs by 
flow cytometry 
 

Stimulated or  ex-vivo PBMCs were stained with various 
monoclonal  antibodies to  identify the cDC subset (LIN− USA) was used to exclude dead cells. The cDC subset was 

identified as cells being CD3−, CD14−, CD19−  and CD56− HLA-DR+ CD11c+ cells) and to analyse the expression of 

(LIN−), HLA-DR+ and CD11c+ cells. 
In brief, the PBMCs (2−3 × 106  cells) were washed with 

phosphate-buffered saline (PBS) and incubated for 20 min 
at 4°C with Live/Dead Aqua dye. Next, the cells were centri- 
fuged (491 g  for 10 min)  and  labelled for 30 min  at 4°C 
with antibodies diluted in cell staining buffer (BioLegend, 
San Jose, CA, USA). The cells were then centrifuged (491 g 
for 10 min), fixed with 1% formalin, and analysed using a 
FACSAria II flow cytometer (BD Biosciences). A minimum 
of  2000 events of  LIN−HLA-DR+ cells was acquired. All 
analyses were performed with FlowJo software version 7·6·2 
(Tree Star, Inc., Ashland, OR, USA). 

The number of cDC per microlitre of blood was calcu- 
lated by multiplying the cDC frequency (% of live PBMCs) 
to  the  CD45+  cell count,  which was determined  using a 
TruCount kit (performed independently on whole blood 
samples using a FACSCanto II flow cytometer; BD 
Biosciences). 

 
 

Determination of soluble CD14 
 

Soluble CD14 (sCD14) was evaluated as an indicator of 
microbial translocation. For this experiment, we used 
plasma samples from HIV− subjects, CTs and viraemic sub- 
jects that were collected and frozen immediately (−80°C) on 
the  same day that  the  phenotypical or  functional  assays 
were performed. For the determination of the sCD14 level, 
a Quantikine enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
kit (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) was used fol- 
lowing the manufacturer’s instructions. The sCD14 meas- 

two activation markers (CD86 and  CD40) and  CD47, a 
molecule that is expressed in response to IFN, by flow 
cytometry. The expression of TLR-4 and TLR-8 was also 
determined. The monoclonal antibodies used in this experi- 
ment were: anti-CD3 FITC or biotin (clone UCHT1; 
eBioscience), anti-CD14 FITC or biotin (clone 61D3; eBio- 
science), anti-CD19 FITC or biotin (clone HIB19; 
eBioscience), anti-CD56 FITC or biotin  (clone B159; BD 
Biosciences), streptavidin Alexa Fluor V450 (eBioscience) or 
streptavidin PE Texas red (BD Biosciences), anti-HLA-DR 
allophycocyanin (APC)-Cy7 (clone L243; BD Biosciences), 
anti-CD11c PE-Cy5 (clone B-ly6; BD Biosciences) or Alexa 
700 (clone 3·9; eBioscience), anti-CD123 PerCP-Cy5·5 
(clone 7G3; BD Biosciences), anti-CD40 PE (clone 5C3; 
eBioscience), anti-CD86 PE (clone 2331-FUN-1; BD 
Biosciences) or  PE-Cy5 (clone  IT2·2; eBioscience), anti- 
CD47 FITC (clone  B6H12; BD Biosciences), anti-TLR-4 
Alexa 488 (clone HTA125, eBioscience) and anti-TLR-8 PE 
(clone 44C143; Imgenex, San Diego, CA, USA). The PBMCs 
were stained and analysed as described in previous section. 
TLR-8 expression was determined intracellularly using the 
BD Biosciences permeabilization  kit  (BD Biosciences). 
Fluorescence minus one controls were used to determine 
the negative/positive gates. 
 
 
Determination of intracellular cytokines by 
flow cytometry 
 

For the detection of intracellular cytokines, Golgi Plug 
(brefeldin A; BD Biosciences) was added to PBMCs after 4 h 
of stimulation with TLR ligands or to untreated cells. The 
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Table 1. Demographic details of HIV-1 cohort.  
Characteristic (n) HIV− (45) Controller (18) Viraemic (30) 

HIV plasma viral load; median (range) (RNA copies/ml) 
CD4+ T cell count; median (range) (cells/μl) 

n.a. 
964 (249–1493) 

57 (<40–668) 
781 (417–1394) 

23 106 (8373–447 952)* 
529 (16–1149)*,** 

Gender, male/female 31/14 9/9 30/0 
Age; median (range) (years) 30 (23–52) 36 (25–66) 30 (22–58) 
Frequency of cDC within PBMCs; median (range) 0·408 (0·122–0·763) 0·276 (0·167–0·551)** 0·280 (0·032–0·549)** 
Absolute numbers of cDC; median (range) (cells/μl) 12·7 (8–18) 7·6 (3–14)** 5·0 (1–18)** 

*P < 0·05 compared  to  controllers; **P < 0·05 compared  to  HIV−  subjects. cDC = conventional  dendritic  cells; PBMCs = peripheral  blood 
mononuclear cells; n.a. = not applicable. 

 
 

production  of TNF-α, IL-12 and IL-1β was then analysed 
by flow cytometry. To perform this, the cells were stained 
with  monoclonal  antibodies  to  identify  the  cDC  (LIN− 

HLA-DR+  CD11c+), natural  killer (NK)  cells (CD56+), B 
cells (CD19+), T cells (CD3+CD4+) and monocytes (CD14+). 
The following monoclonal antibodies were used: anti-CD3 
biotin   (clone  UCHT1;  eBioscience),  anti-CD14  biotin 
(clone 61D3; eBioscience), anti-CD19 biotin (clone HIB19; 
eBioscience), anti-CD56 biotin  (clone B159; BD 
Biosciences), streptavidin PE Texas red (BD Biosciences), 
anti-HLA-DR APC-Cy7 (clone L243; BD Biosciences), anti- 
CD11c Alexa 700 (clone 3·9; BD Biosciences), anti-CD123 
PerCP-Cy5·5  (clone   7G3;  BD  Biosciences), anti-CD56 
PE-CF594 (clone B159; BD Biosciences), anti-CD3 Alexa 
700 (clone UCHT1; BD Biosciences), anti-CD16 PerCp Cy 
5·5 (clone 3G8; BD Biosciences), anti-CD14 V450 (clone 
MϕP9; BD Biosciences), anti-CD19 APC (clone HIB19; BD 
Biosciences), anti-CD4 APC-Cy7 (clone RPA-T4; BD Bio- 
sciences), anti-TNFα FITC (clone MAb11; BD Biosciences), 
anti-IL-12 p40/p70 PE (clone C11·5; BD Biosciences) and 
anti-IL-1β FITC (clone H1b-98; Biolegend). After surface 
staining, the cells were fixed and permeabilized with 
Cytofix/Cytoperm solution (BD Biosciences) for 30 min at 
room temperature. They were then washed twice with 
Perm/Wash solution (BD Biosciences) with centrifugation 
at 706 g  for 10 min  and  incubated  with anti-TNF-α  and 
anti-IL-12, or with anti-IL-1β monoclonal antibodies for 
60 min at room temperature. The cells were then washed 
and centrifuged (706 g for 10 min), fixed with 1% formalin 
and  analysed using  a  FACSAria II  flow cytometer  (BD 
Biosciences). 

 
 

Quantification of cytokines in culture supernatants 
 

PBMCs were either untreated or stimulated in the absence 
of GolgiPlug, and  their  supernatants  were collected after 
18 h of stimulation with TLR ligands and frozen at −80°C. 
The supernatants were thawed and used to quantify TNF-α, 
IL-1β, IL-6 and IL-12 with a multiplex bead assay 
(Invitrogen–Life Technologies), following the manufactur- 
er’s instructions. The samples were analysed using a 
Luminex 200 xMAP system (Luminex, Austin, TX, USA) 
with Luminex xPONENT version 3·1 software (Luminex). 

 
Statistical analysis 
 
The data were analysed using the Mann–Whitney U-test for 
comparisons between groups, and correlations were evalu- 
ated with the Spearman test. Additional analysis was per- 
formed considering only males among groups; however, the 
gender was not determinant  in the main findings. Differ- 
ences  were  considered  as  statistically  significant  when 
P < 0·05.  Non-parametric   tests  were  performed   using 
GraphPad  Prism  5  software version 5·01 (La Jolla, CA, 
USA). 
 
 
Results 
 
Characteristics of the study participants 
 
The demographic details of the subjects included in this 
study are shown in Table 1. This study included 30 viraemic 
subjects, 18 CTs and 45 HIV− subjects. The median age was 
36 years for the CTs and 30 years for the viraemic and HIV− 

subjects. The group of HIV− subjects was composed of 31 
males and 14 females, the CT group comprised nine males 
and nine females and the viraemic group contained only 
males.  The  median   pVLs  were  23 106  and   57  RNA 
copies/ml for the viraemic and CT groups, respectively. The 
median CD4+ T cell count was 529 cells/μl for the viraemic 
subjects, 781 cells/μl for the CTs and 964 cells/μl for the 
HIV− subjects. 
 
 
The cDC number is reduced in HIV+ subjects and 
plasma level of soluble CD14 correlates with the 
viral load 
 

It has been reported consistently that the DC frequency is 
reduced in peripheral blood (PB) of HIV+  subjects [7,13– 
18]. To determine if there is a difference between the 
number  of cDC in CTs and viraemic subjects, we initially 
analysed the frequency of cDC in the PB of the CTs and 
viraemic subjects and compared them with the HIV− sub- 
jects. The gating strategies used for the DC analysis as well 
as representative plots are shown in the Supporting infor- 
mation, Fig. S1. As shown in Table 1 and Fig. 1a, there is a 
significant decrease in the percentage of cDC in the PBMC 
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Fig. 1. Reduced frequency of conventional 
dendritic cells (cDC) in HIV+ subjects and 
correlation of sCD14 with plasma viral load 
(pVL). Peripheral blood mononuclear cells 
(PBMCs) were obtained from HIV– subjects 
(n = 29), controllers (CT, n = 18) and viraemic 
subjects (V, n = 21) and were stained ex vivo to 
determine the frequency (a) and number (b) of 
cDC. (c) The level of soluble CD14 (sCD14) 
was determined in plasma from HIV- subjects 
(n = 12), CTs (n = 14) and V subjects (n = 14). 
(d) The correlation between the pVL and the 
plasma sCD14 concentration in CTs (squares) 
and V subjects (triangles) is shown. Males 
(closed symbols), females (open symbols). The 
data were analysed with the Mann–Whitney 
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populations of the CTs (P = 0·0429) and viraemic subjects 
(P = 0·0029) when compared with that in the HIV− subjects. 
These differences were confirmed by evaluating the cDC 
numbers. A significant reduction was observed for the cDC 
of the CTs (P = 0·0032) and viraemic subjects (P = 0·0019) 
compared with the HIV− subjects (Fig. 1b). Notably, no dif- 
ference was found  between the percentage or number  of 
cDC between the CTs and viraemic subjects. To confirm 
that  viraemic subjects have more  microbial translocation 
than CTs, as reported by others [37,38], we evaluated the 
plasma levels of soluble CD14 (sCD14), a marker of micro- 
bial translocation [34], in our study groups. Figure 1c shows 
an  increase in  the  level of sCD14 in  the  plasma of the 
viraemic   subjects   compared   with   the   HIV−    subjects 
(P = 0·0008); this increase was not observed in the plasma 
of the CTs. In addition, an association between the pVL and 
the level of sCD14 was observed (r = 0·4400; P = 0·0191) 
(Fig. 1d). Overall, these results indicate that although both 
CTs and viraemic subjects have an important  reduction in 
the number of cDC in their PB compared with HIV− sub- 
jects, the difference in the level of sCD14, which correlates 
with the pVL, suggests a different level of microbial translo- 
cation between viraemic subjects and CTs that could impact 
cDC activation. 

 
 

Differential expression of activation markers on cDC 
from viraemic subjects and controllers 

 
Considering that  we observed a positive correlation 
between the level of sCD14 in the plasma and the pVL, we 
next  evaluated if  the  phenotype  of  the  remaining  cDC 
differs between  viraemic individuals  and  CTs. Figure 2a 
shows a representative histogram in which a slight increase 

in the CD40 expression was observed for the cDC of a 
viraemic subject compared with those for the cDC of a CT 
and an HIV− subject. When evaluating the median fluores- 
cence intensity (MFI) for CD40 expression, we observed no 
differences  among   the   three   study   groups   (Fig. 2a). 
However, a significant increase in the percentage of CD40+ 

cDC was observed in the viraemic subjects when compared 
to the CTs (P = 0·0478; P = 0·0766 when only males were 
compared between these groups) (Fig. 2a). CD86 analysis 
showed that while all the cDC expressed CD86 (Fig. 2b), an 
increase in the MFI for CD86 was observed in the cDC of 
the   CTs  compared   with   that   of   the   HIV−    subjects 
(P = 0·0011; Fig. 2b). In addition, we observed an increase 
in the MFI for CD47, a protein that is expressed in response 
to  IFN  [39],  in  the  CTs  compared  with  the  viraemic 
(P = 0·0218) and HIV− subjects (P = 0·0013; Fig. 2c). Inter- 
estingly, we found a positive correlation between the expres- 
sion of CD86 and CD47 (r = 0·5644; P = 0·0005), suggesting 
a relationship between the expression of these two markers 
on cDC (Supporting  information,  Fig. S2). Overall, these 
results strongly suggest a partially activated phenotype for 
cDC from both CTs and viraemic subjects, with a differen- 
tial expression of surface markers, showing that cDC from 
viraemic subjects predominantly express CD40 and that 
cDC from CTs express CD86 and CD47. 
 
 
Differential expression of surface markers on cDC in 
response to LPS between viraemic subjects and 
controllers 
 

To evaluate if the differential expression of surface markers 
on cDC observed in the CTs and viraemic subjects is a con- 
sequence of their different responses to TLR stimulation, we 
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Fig. 2. Differential expression of activation markers on conventional dendritic cells (cDC) from viraemic subjects and controllers. Peripheral blood 
mononuclear cells (PBMCs) were obtained from HIV– individuals (n = 22), controllers (CT, n = 16) and viraemic subjects (V, n = 18) and were 
stained ex vivo to determine the expression of CD40 (a), CD86 (b) and CD47 (c) on the cDC in the samples by flow cytometry. A representative 
histogram from one individual in each group is shown on the left. The values of the median fluorescence intensity (MFI) are included. The graphs 
show the MFI and the percentage of positive cells within the cDC population for each marker. Males (closed symbols), females (open symbols). The 
data were analysed with the Mann–Whitney U-test. FMO = fluorescence minus one. The data were considered significantly different when P < 0·05. 

 
next analysed surface marker expression after the stimula- 
tion of PBMCs from these individuals with LPS or ssRNA40 
as ligands of TLR-4 and TLR-8, respectively. Fig. 3a shows 
an increase in CD40 expression on the cDC from a viraemic 
subject and a HIV− subject after LPS activation. In contrast, 
a lesser increase in CD40 expression was observed for the 
cDC from a CT. When evaluating the fold increase in CD40 
expression in the different study groups, we observed that 
the cDC from the CTs showed a slight increase in the 
expression of CD40 after LPS activation (Fig. 3b). In addi- 
tion, we observed a significant difference in the fold increase 
of CD40 expression between the viraemic subjects and CTs 
(P = 0·0400; P = 0·3037 when only males were compared 

between these groups), between the CTs and HIV− subjects 
(P = 0·0005) and  between  viraemic  and  HIV−   subjects 
(P = 0·0451; Fig. 3b).  Similar results were observed after 
stimulation with ssRNA40, although no significant differ- 
ences were observed between the CTs and viraemic subjects 
(Fig. 3c). Furthermore, similar to our ex-vivo observations, 
the cDC of CTs showed high expression of CD86 even 
without stimulation, but only a slight increase was observed 
after LPS activation. In contrast, the cDC of viraemic sub- 
jects and of HIV−  subjects showed a lower expression of 
CD86 without  stimulation,  which clearly increased after 
LPS activation in the HIV−  subject but only slightly 
increased in the viraemic subject (Fig. 3d). When examin- 
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Fig. 3. Differential expression of surface markers on conventional dendritic cells (cDC) after lipopolysaccharide (LPS) or single-stranded RNA40 
(ssRNA40) stimulation in viraemic subjects and controllers. Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were obtained from HIV– individuals, 
controllers (CT) and viraemic subjects (V), either left untreated or stimulated with LPS or sRNA40 for 18 h and then stained to determine the 
expression of CD40 (a) and CD86 (d) on the cDC in the samples by flow cytometry. Representative histograms from each LPS-stimulated group are 
shown on the left. The values of MFI are included. The fold increase in CD40 (b,c) and CD86 (e,f ) expression on cDC from HIV− individuals, CTs 
and V subjects after 18 h of LPS (b,e) or ssRNA40 (c,f ) stimulation was determined. Fold increase was defined as the median fluorescence intensity 
(MFI) of the stimulated cDC divided by the MFI of the unstimulated cDC. n = 13 for HIV−, n = 9 for CT and V. Data are shown as box and whiskers: 
min to max. The data were analysed with the Mann–Whitney U-test. FMO = fluorescence minus one. The data were considered significantly different 
when P < 0·05. 

 
ing the fold increase in CD86 expression in the different 
subjects, we found that the fold increase in the expression of 
CD86 after LPS stimulation  in the viraemic subjects was 
significantly lower than  the fold increase observed in the 
HIV− subjects (P = 0·0232; Fig. 3e) and a significant differ- 
ence between the  CTs compared  with the  HIV−  subjects 
(P = 0·0112); similar results were observed after ssRNA40 
activation (Fig. 3f ). These results suggest that  cDC from 
viraemic subjects and CTs have a differential expression of 
surface markers in response to TLR-4/-8 stimulation. The 
response of cDC from CTs seems to be regulated, as they 
showed a lower increase in the expression levels of CD40 
and  CD86  than   the  viraemic  group.  In  contrast,  the 
response of cDC from viraemic subjects, compared to CTs, 
is characterized by an increase in the expression of CD40 
but not CD86, suggesting that the ex-vivo phenotype 
observed for the cDC of the viraemic subjects could be 
related to their chronic immune activation, which is medi- 
ated partially by microbial translocation. 

 
TNF-α production by cDC in response to LPS differs 
between viraemic subjects and controllers and 
correlates with the viral load 
 

To examine if the differential expression of surface markers 
in CTs and viraemic subjects both ex vivo and after in-vitro 
activation is related to functional differences, we next evalu- 
ated the intracellular expression of TNF-α by cDC after 
PBMCs activation with LPS or ssRNA40. Figure 4a shows 
representative dot-plots of the TNF-α+  cDC after LPS acti- 
vation, with a similar percentage of TNF-α+  cDC between 
the  CT  and  HIV−   subject  and  a  higher  percentage  of 
TNF-α+  cDC in the viraemic subject. When evaluating the 
different study groups, we observed that the percentage of 
TNF-α+   cDC in  the  CTs is similar to  the  percentage of 
TNF-α+   cDC in  the  HIV−  subjects after  LPS activation, 
although the basal percentage of TNF-α+  cDC was signifi- 
cantly higher in the CTs compared with the HIV− subjects 
(P = 0·0113). Notably, we found a significant increase in the 
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Fig. 4. Differential tumour necrosis factor (TNF)-α production by conventional dendritic cells (cDC) in response to lipopolysaccharide (LPS) 
stimulation between viraemic subjects and controllers and correlation of the plasma viral load (pVL). Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) 
isolated from HIV− individuals, controllers (CT) and viraemic subjects (V) were stimulated with LPS or single-stranded RNA40 (ssRNA40) for 18 h. 
Intracellular cytokine production was then analysed in the cDC population. (a) Representative dot-plots of intracellular TNF-α+ positive cDC after 
LPS stimulation. The graphs show the percentage of TNF-α+ cDC in the samples from the HIV− individuals (n = 16), CTs (n = 13) and V subjects 
(n = 11) after LPS (b) or ssRNA40 (c) stimulation. Correlation of the TNF-α+ cDC frequency in response to LPS with the pVL (d) and CD4+ T cell 
count (e); CTs (squares) and V subjects (triangles) are shown. Males (closed symbols), females (open symbols). The data were analysed with the 
Mann–Whitney U-test for comparisons between groups and with the Spearman test for correlations. The data were considered significantly different 
when P < 0·05. 

 
percentage of TNF-α+  cDC in the viraemic subjects after 
LPS  activation   when   compared   to   that   in   the   CTs 
(P = 0·0005) and HIV− subjects (P = 0·0005; Fig. 4b). After 
activation with ssRNA40, we found that the percentage of 

TNF-α+    cDC  was  similar  among  the  different  groups 
(Fig. 4c). To determine if these findings are associated with 
the clinical parameters of the HIV+  subjects, we evaluated 
the  relationship  between the  percentage of TNF-α+  cDC 
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with the HIV pVL and CD4+ T cell count. Interestingly, a 
positive correlation was found between the percentage of 
TNF-α+  cDC and the plasma pVL (r = 0·6421; P = 0·0004; 
Fig. 4d), whereas no correlation was found between the per- 
centage  of  TNF-α+    cDC  and  the  CD4+   T  cell  count 
(r = −0·3655; P = 0·0664; Fig. 4e). We did not find any dif- 
ference in the expression of IL-12 after activation with LPS; 
however, after ssRNA40 stimulation we found a lower fre- 
quency of IL-12+ cDC from CTs when compared to HIV− 

subjects (P = 0·0483; Supporting information, Fig. S3). The 
strong response to LPS observed in viraemic subjects was 
not  due to a higher expression of TLR-4 on cDC of this 
group, compared with CTs and HIV– (Supporting informa- 
tion, Fig. S4). These results indicate that TNF-α expression 
by cDC in response to LPS differs between viraemic subjects 
and CTs, suggesting that the cDC from viraemic subjects, 
but not CTs, are hyperresponsive to LPS. In addition, these 
results show that the expression of TNF-α by cDC is associ- 
ated with the pVL. 

 
 

cDC comprise the main cell population that 
over-expresses TNF-α in response to LPS in 
viraemic subjects 

 

Next, we determined  the level of TNF-α and other 
proinflammatory cytokines, such as IL-1β, IL-6 and IL-12, 
in the supernatants  of PBMCs stimulated with LPS or 
ssRNA40. As shown in Fig. 5a, there is a higher level of 
TNF-α in the supernatants  of the PBMCs from viraemic 
subjects after LPS activation in comparison with those in 
the supernatants of the PBMCs from CTs (P = 0·0004) and 
HIV−  subjects (P = 0·0006; Fig. 5a). In addition, we found 
lower TNF-α in the supernatants of CTs compared with 
HIV−     subjects   after   ssRNA40  activation   (P = 0·0374; 
Fig. 5b). An increase in the production  of IL-1β was also 
observed in supernatants of the viraemic samples in 
response  to  LPS when  compared  with  the  CT  samples 
(P = 0·0043; Supporting information, Fig. S5). We did not 
find differences in the levels of IL-6 among studied groups. 
Similar to our observations of the intracellular staining for 
IL-12, we did not  observe differences in the secretion of 
IL-12 from the PBMCs after LPS stimulation (Supporting 
information,  Fig. S5a). Although a significant increase in 
the production of the different proinflammatory cytokines 
was observed in all groups after ssRNA40 stimulation com- 
pared  with  unstimulated  cells, no  significant differences 
were observed between the different groups (Supporting 
information, Fig. S5b). 

To evaluate the contribution of the different cell popula- 
tions to the expression of TNF-α and IL-1β, we performed 
intracellular staining for TNF-α and IL-1β in CD56+ (NK 
cells), CD19+  (B cells), CD4+  (T cells) and CD14+ 

(monocytes) cells. The gating strategies and representative 
plots for the IL-1β production  are shown in Supporting 
information, Figs S6 and S7. As shown in Fig. 5c and NK, B 

and T cells were not an important  source of TNF-α after 
LPS stimulation. In contrast, we found a high percentage of 
TNF-α+  and IL-1β+ monocytes (CD14+) after LPS and 
ssRNA40 stimulation  (Fig. 5c,d and  Supporting  informa- 
tion, Fig. S7). However, in contrast to our results for the 
cDC (Fig 4a,b), there was no significant difference between 
the percentage of TNF-α+ monocytes among the studied 
groups  (Fig. 5d).  In  addition,  we found  that  cDC from 
viraemic subjects are also high producers of IL-1β, com- 
pared with CT and HIV− subjects (Supporting information, 
Fig. S7). These results indicate that cDC comprise the 
primary  cell population  with a differential expression of 
TNF-α and probably of IL-1β between viraemic subjects 
and  CTs after TLR-4 stimulation.  Together, these results 
indicate an increase in the production of TNF-α and IL-1β 
in viraemic subjects compared with CTs after TLR-4 stimu- 
lation and that cDC compose the main cell population that 
over-expresses TNF-α in viraemic subjects. 
 
 
Discussion 
 
Chronic activation of the immune system has been reported 
to play a pivotal role in the pathogenesis of HIV infection 
[31,33,36,37,40,41]. In  addition,  it  is known  that  innate 
immune cells can also be activated by TLRs, with the conse- 
quent over-production  of proinflammatory cytokines such 
as IL-6 and TNF-α [26,29,42]. However, it is still uncertain 
if cDC also participate in the chronic immune  activation 
observed in HIV+ individuals as well as in the pathogenesis 
of this disease. In this report, we show a differential pheno- 
type and expression of TNF-α by cDC in response to LPS 
between viraemic HIV+ subjects and HIV+ CTs, which may 
have implications in the pathogenesis of HIV infection. Our 
results suggest that  cDC from  viraemic subjects become 
hyperresponsive to TLR-4 activation, while cDC from HIV+ 

CTs have a more controlled response to TLR-4 stimulation, 
which might be related to their reduced chronic immune 
activation. 

Initially, the cDC frequencies in the PB samples from our 
study group of HIV-infected subjects were evaluated and 
found to be similar to those in other reports [15,17,18,20]. 
Notably, we did not find any differences in this parameter 
between the viraemic subjects and CTs, indicating that the 
reduction in cDC that has been reported to occur during 
the  early stages of  HIV  infection  [7,18]  is  maintained 
during chronic infection independently of the pVL. In addi- 
tion, we found an increase in the levels of sCD14 in the 
plasma of the viraemic HIV+ subjects, as reported by others 
[36,43]. This finding led us to suggest that the presence of 
LPS, as a result of microbial translocation [34], might have 
an impact on the activation of the remaining cDC. As 
reported  previously, [17,21,22,28,44], we found  that  the 
cDC of the viraemic HIV+ subjects showed a partially acti- 
vated phenotype compared to the cDC of the HIV−  indi- 
viduals  and   HIV+    CTs.  Notably,  a  different  partially 
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activated phenotype was observed in the cDC from the CTs, 
which showed increased expression of CD86 and CD47 but 
not  CD40. The phenotypical ex-vivo staining of the cDC 
also indicated that the differential expression of surface 
markers between the CTs and viraemic subjects could be the 

 
consequence of different activation pathways. The ex-vivo 
phenotype observed for the cDC of the CTs suggests that 
cDC activation in CTs might result from a regulated activity 
of type I IFN, as it has been reported  that IFN plays an 
important role in HIV pathogenesis during the early phase 
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of HIV/SIV infection [45–49]. Signatures of IFN activity, 
such as IFN-inducible proteins and genes, have been 
reported  as markers of HIV infection [48,50,51]. Accord- 
ingly, we found an increase in the expression of CD47, a 
protein that is expressed in response to IFN [39] in the cDC 
of   the   CTs.  Furthermore,   a   positive  correlation   was 
observed between the expression of CD86 and CD47. It has 
been demonstrated  in mice that CD47 expression in cDC 
is essential for their migration to LNs and to sites where 
T  cell priming  occurs  [52]  and  that  its  expression  in 
DC limit proinflammatory cytokine production  [53]. The 
consequences of the differential partially activated pheno- 
type observed here between cDC from  viraemic subjects 
and  CTs  on  the  activation  of  T  cells required  further 
detailed investigation, as it is known that T cells from HIV 
CTs have polyfunctional and strong responses against HIV 
[54–57]. 

In this study, we approached this question by evaluating 
the differences in the phenotype and cytokine production 
of cDC of HIV+ viraemic subjects and CTs in response to 
TLR stimulation with LPS or ssRNA40. Importantly, it has 
been suggested that phenotypical maturation involving the 
up-regulation of co-stimulatory molecules, rather than the 
production of cytokines, plays a major role in the activation 
of  memory  T cells [42]. After in-vitro TLR-4 or  TLR-8 
stimulation, we showed different patterns of phenotypical 
maturation markers in the cDC. We observed that the cDC 
from the viraemic subjects had increased expression of 
CD40 but not of CD86. In contrast, the cDC from the CTs 
showed only a slight increase in both CD40 and CD86 
expression. It is known that the expression of CD40, CD86 
and CD80 is needed for the expansion of antigen-specific T 
cells, CD40 expression in DC is required for CD40L ligation 
and maturation  of T cells, while CD86 and CD80 expres- 
sion is required for CD4+ T cell proliferation upon antigen 
stimulation [21]. However, the relevance of expressing one 
molecule versus another in a DC and its interaction with or 
activation of a T cell is still not known. Furthermore, our 
results suggest that the expression of surface markers after 
activation might be related to gender, as some significant 
differences were lost when only males were compared 
among groups; therefore, further  studies are necessary to 
address these points. 

Interestingly, our  results also showed that  the partially 
activated  phenotypes  observed  in  the  HIV+    CTs  and 

viraemic HIV+  subjects had functional differences, mainly 
in response to LPS. The cDC from the viraemic HIV+ sub- 
jects showed an increased production of TNF-α compared 
with those from the CTs and HIV− individuals, indicating a 
hyperresponse to LPS. Although the CT and viraemic cDC 
showed a high basal expression of TNF-α compared with 
the HIV− subjects, the expression of TNF-α after LPS stimu- 
lation  was similar  between the  CTs and  HIV−   subjects, 
which was lower compared to the viraemic subjects, sug- 
gesting  that  CTs  employ  a  regulatory  mechanism  that 
avoids the increased production  of TNF-α. Interestingly, a 
positive correlation was found between the percentage of 
TNF-α+ cDC in response to LPS and the pVL and no corre- 
lation was found between this percentage and the CD4+ T 
cell count, indicating that  the high frequency of TNF-α+ 

cells could be explained in part by the pVL and thus by the 
consequent TLR activation pathways. Consistent with this 
finding, it has been reported  that  high levels of TNF-α+ 

could have a deleterious impact on the number of CD4+ T 
cells [58–61] and that TNF-α induces viral replication in 
the CD4+  T cell lymphocytes of HIV-infected subjects by 
activating the nuclear factor (NF)-κB pathway [62,63], 
favouring the high pVL observed in viraemic individuals. 
We could  not  find any differences in  the  production  of 
IL-12 when the cDC of the viraemic subjects and CTs were 
stimulated with either LPS or ssRNA40. IL-12p70 has been 
demonstrated to be optimally expressed only after simulta- 
neous stimulation with IL-1β, TNF-α and IFN-γ [25], sug- 
gesting that IL-12 production  is a consequence of the 
prolonged stimulation of multiple proinflammatory 
cytokines, a condition that was not tested in this study. The 
fact that the levels of IL-12 were not increased in the cDC 
from the viraemic HIV+  subjects after TLR-4 stimulation 
suggests that the hyperresponse to LPS is caused mainly by 
the over-production of TNF-α and possibly of IL-1β, as we 
also observed an increase of this cytokine in cDC from 
viraemic subjects. 

In this study, we found that the culture supernatants of 
LPS-treated  PBMCs  showed  a   significant  increase  in 
TNF-α, but only for the samples from the viraemic subjects. 
It has been reported that large amounts of TNF-α partici- 
pate in the destruction of intestinal epithelial cells [64,65], 
leading to the increase in microbial translocation observed 
in HIV+ viraemic individuals. Our results showed that 
monocytes (CD14+  cells) also produced  high amounts  of 

 
 
◀   
Fig. 5. Conventional dendritic cells (cDC) compose the cell population that differentially produces tumour necrosis factor (TNF)-α after 
lipopolysaccharide (LPS) stimulation in viraemic subjects. TNF-α concentration in the culture supernatants of peripheral blood mononuclear cells 
(PBMCs) that were either left untreated or stimulated with LPS or single-stranded RNA40 (ssRNA40). The production of TNF-α in the HIV− 

(n = 13), controllers (CT, n = 10) and viraemic (V, n = 11) samples after 18 h of stimulation with LPS (a) or ssRNA40 (b) was determined by 
LUMINEX assay. (c) Representative dot-plot of TNF-α+ natural killer (NK) cells (CD56+), B cells (CD19+), T cells (CD3+CD4+) or monocytes 
(CD14+) after 18 h of treatment with or without LPS. (d) Percentage of TNF-α+ CD14+ cells after LPS or ssRNA40 stimulation (n = 11 for HIV− 

subjects, n = 6 for CTs and n = 5 for V subjects). Males (closed symbols), females (open symbols).The data were analysed with the Mann–Whitney 
U-test and were considered significantly different when P < 0·05. 
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TNF-α and IL-1β in response to LPS; however, we did not 
find any differences in the production of these cytokines by 
the monocytes from the viraemic, CT and HIV− subjects. It 
was reported previously that MDC-8+ monocytes are 
increased in viraemic HIV+  subjects and that this popula- 
tion is responsible for the increased production of TNF-α+ 

after LPS activation [66]. However, we did not evaluate the 
production of TNF-α by MDC-8+ cells in particular. There- 
fore, it is possible than in addition to cDC, this population 
of monocytes or monocyte-derived inflammatory DC also 
contributes to the over-production of TNF-α in viraemic 
HIV+ subjects. 

Our results suggest that despite the fact that we did not 
find any significant difference in the levels of sCD14 in CTs 
versus viraemic HIV+ subjects, it is possible that even in the 
presence of LPS, cDC from HIV+  CT subjects may have a 
regulated response that avoids their exacerbated activation. 
The combination of more than one factor that favours 
chronic immune activation, such as the high pVL and high 
microbial translocation of viraemic individuals, might be 
responsible for the hyperresponse of cDC to LPS that  is 
found only in viraemic subjects and not in CTs. A previous 
study showed that if PBMCs from viraemic subjects were 
incubated with ssRNA40 and LPS, TNF-α production  was 
higher than if the cells were incubated with LPS or ssRNA 
separately [67]. It has been shown that TLR-4 expression is 
correlated  positively with the  pVL but  not  with LPS in 
plasma [26,67]. Thus, as CTs have a low pVL, they are 
expected to have a lower expression level of TLR-4 com- 
pared to viraemic subjects; however, we did not find differ- 
ences in TLR-4 expression on cDC between CTs and 
viraemic HIV subjects. Therefore, the controlled response 
of cDC from CTs might be related to the TLR signalling 
pathway. 

Overall, our results suggest that the partial activation of 
cDC and the over-production of TNF-α in response to LPS 
in viraemic HIV+ subjects might be related to the increased 
chronic immune  activation observed in these subjects. In 
contrast, cDC from HIV+ CTs seem to have a regulated 
response  to  LPS. It  is well known  that  TLR activation 
induces a proinflammatory response against microbes, and 
after elimination the system must return to a homeostatic 
state [68]. Proper control and inhibition of the TLR signal is 
important  for  limiting  excessive inflammation  during 
immune responses against microorganisms [69,70]. The 
results shown here suggest that  cDC from CTs are TLR- 
responsive, i.e. they are able to control the production  of 
inflammatory mediators, avoiding damage to the immuno- 
logical system. The homeostatic control of TLR signalling 
involves regulation of TLR trafficking within the cell, degra- 
dation of TLR molecules and sequestration of adapter pro- 
teins, among others [61,70]. Further experiments are 
required to describe the exact mechanism by which TLR-4 
signalling is controlled. Thus, considering the use of cDC in 
alternative therapies or vaccines for controlling HIV repli- 

cation, it would be ideal to find a controlled response to 
TLR stimulation that is similar to that observed in the cDC 
of HIV+ CTs. 
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Fig. S1. Gating  strategy to  identify dendritic  cell (DC) 
subsets. 
Fig. S2. CD86 and  CD47 expression are correlated posi- 
tively. 
Fig. S3. Frequency of IL-12 + conventional dendritic cells 
(cDC) in lipopolysaccharide (LPS)-treated peripheral blood 
mononuclear  cells (PBMCs) is similar between viraemic 
subjects and controls. 
Fig. S4. Toll-like receptor (TLR)-4 and TLR-8 expression in 
conventional dendritic cells (cDC). 

Fig. S5. Interleukin (IL)-1β cytokine production by periph- 
eral blood mononuclear  cells (PBMCs) after lipopoly- 
saccharide (LPS) stimulation differs between controls and 
viraemic subjects. 
Fig. S6. Gating strategy to identify B cells, natural  killer 
(NK) cells, CD4+ T cells and monocytes. 
Fig. S7. Differential frequency of interleukin (IL)-1β in con- 
ventional dendritic cells (cDC) after lipopolysaccharide 
(LPS)-treated peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) 
between viraemic subjects and controllers 
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