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Glosario de abreviaturas 



 

AcMo: Anticuerpo monoclonal 
ADCC: Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (del inglés “antibody-dependent cellular 
cytotoxicity”) 
ADN: Ácido desoxirribonucleico 
APC: Aloficocianina (del inglés “allophycocyanin”) 
ARN: Ácido ribonucleico 
ARNm: Ácido ribonucleico mensajero 
AS: Adultos sanos 
BDCA: del inglés “Blood dendritic cell antigen” 
CAF: Factor celular antiviral (del inglés “cellular antiviral factor”) 
CD: Célula dendrítica  
CD40L: Ligando de CD40 (CD154) 
CLA: Antígeno linfocitario cutáneo (del inglés “cutaneous lymphocytic antigen”) 
CPA: Célula presentadora de antígeno 
CTL: Linfocito T citotóxico (del inglés “cytotoxic T lymphocyte”) 
DC-SIGN: del inglés “Dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule-grabbing non-integrin” 
Fc: Fracción constante (de las cadenas de las inmunoglobulinas) 
FITC: Isotiocianato de fluoresceína (del inglés “fluorescein isothiocyanate”) 
GM-CSF: Factor estimulante de colonias gránulo-monocíticas (del inglés “granulocyte macrophage 
colony-stimulating factor”) 
gp: Glicoproteína 
HEV: Vénulas de endotelio alto (del inglés “high endothelial venules”) 
HDF: Factores de dependencia del VIH (del inglés “HIV-dependency factors”) 
HLA: Antígeno leucocitario humano (del inglés “human leukocyte antigen”) 
ICAM: Molécula de adhesión intercelular (del inglés “intercellular adhesion molecule”) 
IFN-γ: Interferón-gamma 
Ig: Inmunoglobulina 
IL: Interleucina 
IP: Inhibidor de la proteasa 
ITINN: Inhibidor de la transcriptasa inversa no nucleósido 
LFA: Antígeno asociado a la función leucocitaria (del inglés “leukocyte function antigen”) 
LPS: Lipopolisacárido 
L-SIGN: del inglés “Liver/lymph node-specific intercellular adhesion molecule-grabbing non-integrin” 
MDDC: Célula dendrítica derivada de monocito (del inglés “monocyte-derived dendritic cell”) 
µl: Microlitro 
NCR: Receptores naturales de citotoxicidad (del ingles “natural cytotoxic receptors”) 
NK: del inglés “natural killer” 
nm: Nanómetro 
NOD: del inglés “Nucleotide-binding oligomerization domain” 
ODN: Oligodesoxinucleótido 
OMS: Organización Mundial de la Salud 
PCR: Reacción en cadena de la polimerasa (del inglés “polymerase chain reaction”) 
PE: Ficoeritrina (del inglés “phycoerithrin”) 
PerCP: Proteína peridinin-clorofila (del inglés “peridinin chlorophyll protein”) 
RANTES: del inglés “Regulated on activation, normally T cell expressed and secreted” 
SDF-1: del inglés “Stromal derived factor-1” 
SIDA: Síndrome de Inmunodeficiencia Adquirida 
SIV: Virus de la inmunodeficiencia simio 
SP: Sangre periférica 
TAR: Tratamiento antirretroviral 
TARGA: Tratamiento antirretroviral de gran actividad 
TCR: Receptor de la célula T (del inglés “T-cell receptor”) 
TEM: Linfocitos T CD4+ CCR5+ efectores de memoria 
TI: Transcriptasa inversa 
TLR: Receptor de tipo Toll (del inglés “toll-like receptor”) 
TNF-α: Factor de necrosis tumoral-alfa (del inglés “tumor necrosis factor-alpha”). 
Unidades ABC: Moléculas de anticuerpo por célula (del inglés “Antibody Binding Capacity”) 
V3: Dominio variable 3 del receptor CD4 
VHC: Virus de la hepatitis C 
VHC+/VIH-1-: Pacientes VHC+ no co-infectados por el VIH-1 
VIH-1: Virus de la inmunodeficiencia humana de tipo 1 
VIH-1+NPLP: Pacientes VIH-1+ en los que no se observa progresión a largo plazo 
VIH-1+P: Pacientes VIH-1+ “progresores” 
VIH-2: Virus de la inmunodeficiencia humana de tipo 2 
WGAS: estudios de asociación basados en análisis de genoma completo (del inglés “genome-wide 
association studies”) 
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1. PATOGENIA Y FISIOPATOLOGÍA DE LA INFECCIÓN POR EL VIRUS DE 

LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA TIPO 1 (VIH-1) 

Desde su descubrimiento en 19831,2, el virus de la inmunodeficiencia humana de tipo 1 

(VIH-1) se ha identificado como el principal causante del síndrome de inmunodeficiencia 

adquirida (SIDA). En una minoría de casos la enfermedad es consecuencia de la infección por 

el VIH tipo 2 (VIH-2), filogenéticamente relacionado con el VIH-1, pero que proviene del virus 

de la inmunodeficiencia simio (SIV) de Cercocebus atys, mientras que el VIH-1 se originó a 

partir de Pan troglodytes3. Desde la descripción de los primeros casos de SIDA, la enfermedad 

se ha incrementado en proporciones epidémicas por todo el mundo, de modo que la 

Organización Mundial de la Salud (OMS) estima que en la actualidad el número total de 

pacientes afectados por la epidemia del VIH-1/SIDA ronda los 33 millones de casos, la mayoría 

de los cuales vive en zonas en vías de desarrollo de África subsahariana, Asia y América del 

Sur4. Esta rápida expansión de la enfermedad (unos 2,5 millones de casos nuevos en el año 

2007), junto a la altísima mortalidad en ausencia de tratamiento, el desconocimiento de gran 

parte de los mecanismos que intervienen en la infección y la falta de un tratamiento que 

erradique el virus, hacen del SIDA una de las enfermedades más importantes de finales del 

siglo XX y principios del siglo XXI, en la que se están invirtiendo gran cantidad de recursos 

económicos en su prevención, tratamiento e investigación, especialmente en los países 

desarrollados. Esta inversión en investigación ha dado sus frutos en los últimos años, no solo 

en relación con el conocimiento de la patogenia de la enfermedad, sino también con su control 

terapéutico. Así, la inclusión a partir del año 1996 de inhibidores de la proteasa (IP) y de 

inhibidores de la transcriptasa inversa no nucleósidos (ITINN) del virus en los protocolos de 

tratamiento antirretroviral, marcó el comienzo de la era del TARGA (tratamiento antirretroviral 

de gran actividad), condicionando una reducción notable de los índices de morbi-mortalidad en 

pacientes infectados por el VIH-15-7, reflejado a su vez también en una disminución de la 

incidencia de infecciones oportunistas, tumores y muerte8. Desde entonces se ha producido un 

cambio de paradigma en el planteamiento terapéutico de la infección por el VIH-1, de forma 

que en la actualidad no cabe hablar de TARGA, sino simplemente de tratamiento antirretroviral 
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(TAR). Sin embargo, pese a las ventajas terapéuticas incuestionables logradas con la 

administración del TARGA, en la actualidad no se ha conseguido la erradicación del VIH-1 del 

organismo una vez adquirida la infección9-11. Por otro lado, con la utilización del TARGA han 

surgido problemas adicionales, como la toxicidad provocada por los tratamientos a corto y a 

largo plazo, y la aparición de cepas resistentes al tratamiento antirretroviral, en el caso de no 

suprimirse la replicación del virus12-16. 

 

1.1. CARACTERÍSTICAS DEL VIH-1 

El VIH-1 es un retrovirus perteneciente a la familia de los lentivirus17, cuya estructura 

básica se ilustra de forma esquemática en la figura 1; tiene capacidad de infectar tanto células 

humanas de estirpe macrofágica como linfocitos T CD4+, afectando así de forma directa al 

sistema inmune del individuo infectado18. Desde el punto de vista estructural, el VIH-1 está 

formado por una partícula esférica de 100 nanómetros (nm), en la que se distinguen tres 

capas17: 1) capa interna o nucleocápside, que contiene el genoma viral, compuesto por una 

única cadena de ácido ribonucleico (ARN), junto con las enzimas necesarias para el ciclo 

intracelular del virus; 2) cápside icosaédrica; y 3) membrana lipoproteica, proveniente de la 

membrana de la célula infectada, en la que se insertan 72 complejos glicoproteicos, 

compuestos por trímeros de una glicoproteína (gp) externa llamada gp-120, y una proteína 

transmembrana, la gp-41, además de proteínas celulares (p. ej.: moléculas HLA-II –antígeno 

leucocitario humano de clase II, del inglés “Human leukocyte antigen”–). Una de las 

características del VIH-1 es la riqueza que posee de genes y proteínas reguladoras, lo que va a 

condicionar la interacción virus-célula huésped y por consiguiente, la patogenia de la 

enfermedad19,20. 
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1.1.1. Transmisión de la infección 

A nivel mundial, la vía más común de transmisión del VIH-1 es la vía sexual; las otras 

formas de transmisión de la infección incluyen la materno-fetal, que puede producirse durante 

el embarazo, nacimiento o lactancia, y la transmisión parenteral (mediante la inyección o 

transfusión de sangre o productos sanguíneos contaminados, incluyendo el uso compartido de 

material de inyección contaminado entre usuarios de drogas por vía parenteral)21. Durante el 

proceso de transmisión, las células dendríticas inmaduras presentes en las mucosas 

constituyen una de las primeras barreras de defensa frente a la infección por el VIH-122. 

Desafortunadamente, el papel que desempeñan las células dendríticas en las fases más 

tempranas de la infección es complejo y no siempre resulta beneficioso para el individuo 

infectado. Esto es debido a que las células dendríticas expresan en su superficie lectinas como 

DC-SIGN –del inglés “Dendritic cell specific intercellular adhesion molecule (ICAM)-grabbing 

non-integrin”– y L-SIGN –del inglés “Liver/lymph node-specific ICAM-grabbing non-integrin”–, a 

las que se adhieren numerosos virus con alta afinidad, entre los que se encuentra el VIH-123,24; 

por tanto, las células dendríticas que han captado el virus en su superficie, lo internalizan y 

migran a los ganglios linfáticos, donde promueven la generación de respuestas inmunitarias 
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específicas frente al VIH-1, tras la presentación de los antígenos virales a los linfocitos T 

CD4+25. Sin embargo, dicho proceso resulta en la concentración de antígenos virales en la 

membrana plasmática de la célula dendrítica, y dado que la interacción entre las células 

dendríticas portadoras del virus y los linfocitos T CD4+ lleva frecuentemente a la infección de 

estos últimos, es muy probable que las células dendríticas desempeñen un papel muy 

importante en la transmisión y propagación del VIH-1, durante las fases más tempranas de la 

infección26,27. 

El conocimiento preciso de los mecanismos que involucran a las células dendríticas en 

estas fases tempranas de la enfermedad resulta fundamental, ya que podría reflejarse en el 

diseño de nuevas medidas terapéuticas y preventivas más eficaces. 

 

1.1.2. Entrada del VIH-1 en la célula diana 

La entrada del VIH-1 en la célula diana es un proceso secuencial en el que se produce 

la interacción con dos tipos de receptores: un receptor específico y común a todas las variantes 

del virus –la molécula CD428,29– y un correceptor. Los principales correceptores del VIH-1 son 

CXCR4 y CCR530-33, pertenecientes a la familia de los receptores de quimiocinas; la utilización 

de un correceptor u otro depende de la secuencia de la gp de la envoltura viral, que condiciona 

su capacidad para unirse a uno o ambos correceptores34,35. El virus que se transmite en la 

infección aguda por lo general corresponde al que presenta tropismo por los macrófagos, y que 

requiere de la presencia del correceptor CCR5; por ello, estas cepas se denominan cepas R5, 

caracterizadas por no producir sincitios linfocitarios cuando se cultivan in vitro. Por el contrario, 

las cepas que aparecen en estadios avanzados de la infección –cepas X4– requieren de la 

expresión del correceptor CXCR4, siendo cepas linfotrópicas y formadoras de sincitio36. Tras la 

interacción con el receptor CD4, la gp-120 de la envoltura viral experimenta un cambio 

conformacional que le permite unirse a los correceptores virales CCR5 y/o CXCR437. Además 

de los linfocitos T CD4+, existen otras poblaciones celulares dentro del sistema inmunitario que 

expresan el receptor CD4 y los principales correceptores del VIH-1 –CXCR4 y CCR5–, como 

las células dendríticas de sangre periférica (SP)38-41, lo que en principio las hace susceptibles a 

la infección por el virus39,42,43. Es más, debido a su amplia localización en superficies mucosas, 
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las células dendríticas son consideradas por algunos autores como la primera célula diana del 

VIH-1 en las fases más tempranas de la infección44,45, de acuerdo con los resultados de 

diferentes estudios realizados tanto in vivo como ex vivo39,42,46,47.   

La existencia de determinadas mutaciones y polimorfismos en la estructura de los 

genes que codifican los receptores de quimiocinas o sus ligandos naturales se ha asociado con 

un pronóstico favorable de la enfermedad; así, es sabido que la existencia de una deleción de 

32 pares de bases en el gen que codifica para el receptor de quimiocinas CCR5, se asocia con 

una evolución menos agresiva de la infección: los individuos homocigotos para dicha mutación 

son resistentes a la infección por cepas macrofagotrópicas, ya que sus células no expresan 

CCR548-51, mientras que los individuos heterocigotos muestran una expresión disminuida de 

CCR5 y presentan una progresión retardada de la enfermedad52,53. Estos últimos suelen 

pertenecer a cohortes de pacientes VIH-1+ en los que la enfermedad no progresa a largo plazo 

(NPLP), caracterizados por mantener viremias bajas y estabilidad clínica durante muchos años, 

en ausencia de tratamiento54. De manera similar, se ha asociado la presencia de mutaciones 

en los genes que codifican para RANTES –del inglés “Regulated on activation, normally T cell 

expressed and secreted”–  y SDF-1 –del inglés “Stromal derived factor 1”– (los ligandos 

naturales de CCR5 y CXCR4, respectivamente) con una progresión más lenta de la 

infección55,56, ya que la presencia de dichas mutaciones supone un aumento en la producción 

de RANTES y SDF-1, que compiten con el VIH-1 por unirse a los receptores CCR5 y CXCR4, 

respectivamente57. 

 

1.1.3. Ciclo biológico del VIH-1 

Una vez tiene lugar la fusión de la membrana viral con la membrana plasmática de la 

célula diana se produce la internalización de la cápside viral y su desensamblaje parcial en el 

citoplasma de la célula huésped17 (Figura 2). A partir de ese momento la transcriptasa inversa 

(TI) convierte el genoma viral, consistente en ARN monocatenario, en ácido desoxirribonucleico 

(ADN) bicatenario, el cual se acopla a una serie de factores celulares y virales constituyendo el 

complejo de pre-integración; dicho complejo es transportado al núcleo celular, donde tiene 

lugar la integración del ADN proviral en el genoma de la célula huésped17. El inicio de la 
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transcripción del genoma viral depende de diferentes factores celulares, entre los que destaca 

el factor de transcripción NF-κB58; dicho factor no existe en su forma activa en los linfocitos T 

CD4+ en reposo, sino que es inducido en procesos de activación celular; así, la replicación del 

VIH-1 va a depender del estado de activación de la célula huésped59. En el caso de infectar 

células T CD4+ en estado de reposo, el ADN proviral puede permanecer en estado latente 

hasta que la célula infectada se active y entre en fase de división; dicha población de células T 

CD4+ en reposo infectada de manera latente representa el reservorio más importante del virus 

en el organismo, y supone la principal barrera para la erradicación del VIH-1 en pacientes 

sometidos a TAR60-62. Una vez iniciado el proceso de transcripción del genoma viral tras la 

activación de la célula infectada, se induce la síntesis de proteínas reguladoras del VIH-1, 

como tat y rev. Tat aumenta la tasa de transcripción del VIH-1 y, junto con otros factores 

celulares, permite la elongación completa del ARN mensajero (ARNm) del virus63. Rev se 

encarga fundamentalmente del transporte del ARNm viral al citosol y de su procesamiento en 

ARN de distintos tamaños, mediante la activación de la expresión de genes estructurales y 

enzimáticos64. Las proteínas del VIH-1 son procesadas por la proteasa viral en cooperación con 

otras proteasas celulares antes de ensamblarse para formar partículas virales maduras65 que, 

una vez sintetizadas, se liberan al exterior de la célula66.  

A lo largo del ciclo celular del VIH-1, las proteínas reguladoras del virus le permiten 

evitar las restricciones intracelulares innatas. Así, se ha demostrado que el VIH-1 es resistente 

a la actividad de la TRIM5α67 –del inglés “tripartite motif 5-alpha protein”–, proteína que 

modifica la decapsidación vírica de forma especie-específica68. Asimismo, los lentivirus de 

primates (entre los que se encuentra el VIH-1) producen la proteína vif, que inhibe una citidin-

deaminasa llamada APOBEC3G, que pertenece a la familia de enzimas que participan en la 

edición del ADN. En ausencia de vif, APOBEC3G se incorporaría en el virión e interferiría el 

proceso de retrotranscripción en la siguiente célula infectada, al producir mutaciones en el ADN 

sintetizado por la TI, lo cual originaría virus no viables y frenaría el proceso de propagación del 

VIH-169. Otra proteína viral, vpu, inhibe la actividad de la molécula CD317 –también llamada 

BST2, HM1.24 o “tetherin”–, cuya función es atar la partícula vírica en gemación e internalizarla 

en un proteosoma que la destruiría70. Por último, muy recientemente se han definido más de 



María Almeida Parra  Introducción 

 9

Figura 2. Representación esquemática de las distintas etapas del ciclo biológico del VIH-1 
(modificado de Alcamí y cols. 2004)

Figura 2. Representación esquemática de las distintas etapas del ciclo biológico del VIH-1 
(modificado de Alcamí y cols. 2004)

250 factores celulares que el VIH-1 utiliza para el éxito de su infección a lo largo del ciclo 

celular71,  que han recibido la denominación de “HIV-dependency factors” (HDF), mucho más 

allá, por lo tanto, de los conocidos receptores de quimiocinas y CD472. El ciclo biológico 

completo del VIH-1 desde la penetración del virus en la célula diana hasta la formación y salida 

de las partículas virales se muestra de forma esquemática en la figura 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

1.2. PATOGENIA DE LA INFECCIÓN POR EL VIH-1 

1.2.1 Aspectos generales 

El conocimiento de la patogenia de la infección por el VIH-1 constituye un requisito 

indispensable a la hora de mejorar los tratamientos antirretrovirales actuales, y de diseñar 

nuevas estrategias profilácticas y terapéuticas. Desgraciadamente, a pesar del esfuerzo 

realizado en las dos últimas décadas, existen muchos aspectos de la patogenia de la infección 

que siguen sin conocerse. En un principio, el curso que seguía la infección por el VIH-1 se 

consideraba como un proceso de degradación del sistema inmune lento y progresivo que 

desembocaba de forma inexorable en un estado de inmunodeficiencia general, con la aparición 
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del estadio de SIDA73-75. En la actualidad, si bien está demostrado que la inmunodeficiencia 

progresiva a la que conduce la infección por el VIH-1 es la característica principal del SIDA, el 

modelo de patogenia que asocia la replicación viral como causa directa de la inmunodeficiencia 

ha generado ciertas discrepancias76,77. En un principio se descubrió que el VIH-1 infecta y 

destruye a los linfocitos T CD4+, su principal célula diana78,79, lo que sugirió que la destrucción 

directa de las células T CD4+ por el virus resultaba en la pérdida de funciones efectoras y/o 

reguladoras críticas, conduciendo finalmente al estado de inmunodeficiencia característico de 

la enfermedad80,81. Sin embargo, observaciones posteriores, como el hecho de que únicamente 

una pequeña proporción de linfocitos T CD4+ está infectada en la fase crónica de la infección82, 

o que la pérdida de células T CD4+ se produce muy lentamente, y que además transcurre un 

largo período de tiempo entre el contagio de la infección y el estadio de SIDA83 –todo ello en 

presencia de una elevada tasa de replicación viral–, apoyan otro modelo de patogenia. De esta 

manera, se ha sugerido que otros mecanismos patogénicos indirectos, como la apoptosis de 

células adyacentes, la activación crónica del sistema inmune y la pérdida gradual de la 

capacidad de regeneración de células T, también serían responsables de la progresión de la 

enfermedad84-86. 

Así, hace unos años se descubrió que en macacos infectados por el SIV –hasta la 

fecha el modelo animal que mejor se adapta a lo que ocurre en la infección por el VIH-1 en el 

hombre– se producía la pérdida prácticamente total de células T CD4+ de la lámina propia de 

la mucosa intestinal87. Posteriormente otros estudios demostraron que el mismo fenómeno se 

producía en pacientes infectados por el VIH-188,89. Más recientemente, en el año 2005, los 

estudios realizados por Li y cols. y Mattapallil y cols. en macacos SIV+ 90,91 supusieron un giro 

radical del concepto clásico de patogenia de la infección por el VIH-1. Estos estudios sugieren 

que la patogenia de la infección comprende dos fases: la infección aguda y la infección crónica. 

La fase de infección aguda se caracteriza por una depleción rápida y masiva de linfocitos T 

CD4+ con fenotipo de memoria (tanto la población CD45RA-/CCR5+ como las células 

CD45RA+/CD95+/CCR5+), que tiene lugar fundamentalmente en el tejido linfoide asociado a 

mucosas90,91; dicha depleción conduce a un deterioro importante de la funcionalidad del 

sistema inmune en general, provocando un daño potencialmente irreversible, particularmente 
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en la respuesta inmunitaria mediada por células T CD4+92,93. La generación de una respuesta 

inmunitaria de tipo celular y humoral potente, pero finalmente ineficaz, lleva a la aparición de la 

segunda fase de infección crónica. En este período son característicos el control parcial de la 

replicación viral, la activación crónica del sistema inmune, la disminución progresiva de células 

T vírgenes y de memoria, y la depleción de linfocitos T CD4+ de la circulación sanguínea90,91,94. 

 

1.2.2. Infección por el VIH-1 in vivo 

En la infección por el VIH-1 habitualmente se distinguen tres etapas secuenciales: la 

infección aguda, la infección crónica y el estadio de inmunodeficiencia acelerada. 

 

1.2.2.1. Fase aguda de la infección 

El VIH-1 y la mayoría de las cepas del SIV utilizan CCR5 como principal correceptor en 

las fases más tempranas de la infección, y por lo tanto, su principal diana es la célula T CD4+ 

CCR5+95. El tejido linfoide asociado a mucosas –que incluye las mucosas del tracto genital y 

gastrointestinal, donde ocurre la transmisión del VIH-1 por vía sexual– alberga la mayoría de 

linfocitos T CD4+ del organismo, gran parte de los cuales expresa CCR5 y presenta un fenotipo 

de célula de memoria activada96. Estudios recientes han demostrado que una de las principales 

características de las fases iniciales de la infección por el VIH-1 y el SIV es la infección y 

depleción masiva de linfocitos T CD4+ CCR5+ efectores de memoria (TEM) del tejido linfoide 

asociado a mucosas88-91. Dichos estudios demuestran que a los diez días de la infección, la 

mayoría de las células TEM CD4+ del tejido linfoide asociado a mucosas están infectadas de 

manera productiva o bien mueren por apoptosis tras su interacción con el virus90,91. La 

replicación viral intensa y descontrolada que tiene lugar en esta etapa de la infección, se refleja 

en unos niveles muy elevados de carga viral en plasma (entre 107 y 108 millones de copias/ml), 

y tiene como consecuencia la depleción masiva (en ocasiones casi completa) de células TEM 

CD4+ del tejido linfoide asociado a mucosas entre las 2 y 3 primeras semanas desde el inicio 

de la infección88-91,96. Merece destacar que en macacos SIV+, el marcador que mejor predice la 

progresión de la infección no es la depleción de células T CD4+ CCR5+, sino la capacidad del 
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organismo para regenerar el compartimiento de células TEM CD4+96. Los linfocitos TEM CD4+ 

constituyen un componente fundamental de las barreras mucosas en la defensa frente a 

microorganismos patógenos, por lo que es muy probable que su depleción altere de manera 

significativa el correcto funcionamiento de esta barrera defensiva94. Esta situación puede dar 

lugar a la aparición de infecciones por microorganismos que actúan como patógenos 

oportunistas, que no se manifiestan clínicamente, y que a su vez contribuyen a la destrucción 

progresiva de este microambiente y a la activación crónica del sistema inmune94. La 

disminución de células T CD4+ que se produce en esta fase de la infección no afecta de 

manera tan espectacular a los compartimientos de SP y órganos linfoides secundarios, ya que 

en estos tejidos las células TEM CD4+ representan una pequeña proporción de todos los 

linfocitos, predominando en ellos las células T vírgenes y de memoria central, que no expresan 

el correceptor CCR588,89,96.  

La depleción masiva de células TEM CD4+ que se observa a las pocas semanas de la 

infección por el VIH-1 y el SIV plantea diversas cuestiones, que siguen sin aclararse 

completamente: en estas circunstancias, ¿cómo es posible que sobrevivan los individuos 

infectados hasta la fase crónica de la infección?; por otro lado, ¿cómo se mantiene la 

replicación viral en la fase crónica?. Ambas cuestiones podrían explicarse gracias al hecho de 

que las células TEM CD4+ se regeneran continuamente a partir de la proliferación y 

diferenciación de células T CD4+ de memoria central y/o de linfocitos T vírgenes96,97, y a que, 

en la infección aguda por cepas macrofagotrópicas del SIV los compartimientos de células T, 

tanto de memoria central como de células vírgenes, permanecen intactos96. Por tanto, la 

regeneración de células TEM CD4+ permite por un lado, contrarrestar –aunque no de manera 

absoluta– la depleción de estas células en el tejido linfoide asociado a mucosas, y por otra 

parte, proporciona una fuente continua de células diana para el VIH-1, manteniendo la 

replicación viral98. 

 

1.2.2.2. Fase crónica de la infección 

La incapacidad de la respuesta inmunológica generada por el huésped para contener la 

replicación del VIH-1 conduce a la fase crónica de la infección, caracterizada por una activación 
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generalizada del sistema inmune en presencia de una replicación continua del virus94. La fase 

crónica de la infección por el VIH-1 tiene una duración aproximada de 10 años, y se caracteriza 

esencialmente por el descenso lento pero progresivo del número de linfocitos T CD4+ en SP, la 

persistencia en ella de una pequeña fracción de células CD4+ infectadas, y la elevada tasa de 

muerte de linfocitos T, tanto CD4+ como CD8+94. Este último hallazgo se ha asociado con la 

activación crónica del sistema inmune, que en la actualidad se ha reconocido como una de las 

principales causas de la depleción de linfocitos T CD4+ y de la progresión de la 

infección77,85,99,100. 

Durante esta fase, los órganos linfoides secundarios constituyen el principal reservorio 

de replicación del VIH-1101-103, existiendo una gran cantidad de viriones extracelulares en los 

ganglios linfáticos, donde se disponen en los espacios interdigitantes de las células dendríticas, 

células que a su vez favorecen la propagación de la infección al estar en estrecho contacto con 

los linfocitos T a través de la molécula DC-SIGN (CD209)104-106. La población de linfocitos T 

CD4+ activados constituye la principal fuente de viriones107, que a su vez infectarán a otros 

linfocitos activados; tal es el caso de los linfocitos en fase de expansión, cuya misión es 

reponer los compartimientos destruidos, o bien de los linfocitos que se han activado al 

reconocer los antígenos virales (anti-VIH-1 específicos), lo que les hace más susceptibles a la 

infección82. La profunda inmunosupresión provocada por el VIH-1 conduce finalmente a una 

incapacidad progresiva del sistema inmunitario para contener la replicación viral86.  

Además de ser el lugar donde ocurre la depleción inicial de linfocitos TEM CD4+, el 

intestino constituye también el origen de la activación generalizada del sistema inmune, que es 

la base patogénica de la inmunodeficiencia a la que conduce la infección por el VIH-192. Esta 

activación inespecífica del sistema inmune se desencadena y mantiene gracias a la 

traslocación bacteriana que sucede en el intestino108. Así, los pacientes VIH-1+ en fase crónica 

presentan unos niveles elevados de lipopolisacárido (LPS) y de ADN bacteriano 16S, que 

disminuyen tras el inicio del TAR109. Además, recientemente se ha demostrado que los 

productos bacterianos inducen la activación del sistema inmune a través de receptores de 

membrana de tipo Toll –TLR, del inglés “Toll-like receptor”– lo que contribuye por una parte, a 

la entrada en ciclo celular de los linfocitos T CD4+ y su muerte, y por otro lado, a aumentar la 
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expresión de CD69 y la capacidad de adhesión de los linfocitos T CD8+, facilitando que dichas 

células se mantengan en los órganos linfoides110,111. 

 

1.2.2.3. Estadio de inmunodeficiencia acelerada 

Los estadios finales de la infección se caracterizan por la aparición de infecciones 

producidas por gérmenes oportunistas, por el descenso marcado del número absoluto de 

linfocitos T CD4+ y por el incremento de la carga viral. Además, se produce la destrucción de la 

arquitectura de los ganglios linfáticos, con la desaparición de los centros germinales. La 

replicación viral masiva, producida como consecuencia de la pérdida del control de la infección 

por parte del sistema inmunitario, pone de manifiesto el agotamiento del mismo112, 

concomitante con el predominio de variantes virales linfotrópicas más agresivas, con afinidad 

por el correceptor CXCR4113,114.  

 

1.2.3. Mecanismos de depleción de linfocitos T CD4+ 

El descenso inexorable de linfocitos T CD4+ representa la característica principal de la 

infección por el VIH-177. Como se ha descrito anteriormente, en un principio se postuló que la 

depleción de linfocitos T CD4+ era una consecuencia directa de la replicación del VIH-1 y del 

consiguiente efecto citopático sobre la célula infectada115. Sin embargo, la destrucción de los 

linfocitos T CD4+ por efecto citopático directo no puede ser la única causa de su depleción, ya 

que en la fase crónica de la infección, solamente una pequeña proporción de las células T 

CD4+ se encuentra infectada por el VIH-184; así, hoy se conoce la existencia de otros 

mecanismos de destrucción indirecta o bloqueo linfocitario, implicados también en el descenso 

del número de linfocitos T CD4+. 

 

1.2.3.1. Destrucción de linfocitos T CD4+ por efecto citopático directo 

La destrucción directa de linfocitos T CD4+ por el virus constituye una de las causas de 

destrucción linfocitaria en la infección por el VIH-1115. Las cepas linfotrópicas del VIH-1, que 
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requieren de la presencia del correceptor CXCR4 en la membrana de la célula diana para 

poder infectarla, aparecen típicamente en los estadios más avanzados de la enfermedad, 

infectando preferentemente a linfocitos T36. Dichas cepas inducen la fusión entre membranas 

de células adyacentes, tanto infectadas como no infectadas, formando una gran célula 

multinucleada denominada “sincitio” y acelerando el proceso de destrucción celular en las fases 

más avanzadas de la infección116, aunque in vivo no se ha demostrado la presencia de sincitios 

en órganos linfoides. 

Por otra parte, la liberación de partículas víricas maduras al exterior de la célula 

infectada altera la permeabilidad de la membrana celular, provocando su destrucción117. 

Existen determinadas proteínas del VIH-1, como vpu, que aumentan la permeabilidad de la 

membrana de la célula, promoviendo la liberación de viriones al exterior, e incrementando la 

tasa de destrucción celular66. 

 

1.2.3.2. Destrucción de linfocitos T CD4+ por mecanismos indirectos 

La apoptosis representa un proceso fisiológico que el organismo dispone para eliminar 

células defectuosas o que se acumulan en exceso118. En la infección por el VIH-1, el virus 

utiliza esta función celular para destruir tanto células infectadas como no infectadas; de hecho, 

se ha demostrado que en los ganglios linfáticos de pacientes VIH-1+, la mayor parte de las 

células apoptóticas no están infectadas por el virus119. Así, diferentes estudios han demostrado 

que un nivel elevado de apoptosis se correlaciona directamente con la progresión de la 

infección, e inversamente con el recuento de linfocitos T CD4+120,121. El VIH-1 puede inducir 

apoptosis a través de diferentes mecanismos. Por un lado, la interacción de la gp-120 de la 

envoltura viral con el receptor CD4 de la membrana de los linfocitos T no infectados induce 

apoptosis de los mismos, al activar una serie de rutas metabólicas que llevan a la activación de 

las vías extrínseca e intrínseca de la apoptosis122,123. Otras proteínas víricas implicadas 

también en la inducción de apoptosis de células T CD4+ por el VIH-1 son tat, vpr y nef. Tat 

activa las vías extrínseca e intrínseca de la apoptosis124, mientras que vpr activa la apoptosis 

de células infectadas a través de la vía endógena125. Nef desencadena apoptosis al aumentar 

en las células infectadas la expresión de ligandos de muerte (como el ligando de Fas, también 
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llamado CD95L o CD178), que al interaccionar con su receptor correspondiente en los linfocitos 

T CD8+ provocan la destrucción de estos últimos126. 

Un mecanismo indirecto adicional es el mediado por linfocitos T citotóxicos (CTL) 

específicos del VIH-1, que reconocen linfocitos T CD4+ infectados por el VIH-1 que expresan 

péptidos virales acoplados a sus moléculas HLA-I –antígeno leucocitario humano de clase I–, 

provocando su lisis o destrucción127.  

 

1.2.3.3. Alteraciones en la homeostasis linfocitaria 

El deterioro progresivo del sistema inmunitario se ve amplificado, además de por los 

mecanismos inductores de muerte celular antes referidos, por alteraciones en la redistribución 

linfocitaria, el bloqueo de la regeneración de células T y la “hiperactivación” del sistema 

inmunitario. 

- Alteraciones en la redistribución linfocitaria: Se ha demostrado que la acumulación de 

partículas víricas en los órganos linfoides, especialmente en los ganglios linfáticos, origina un 

fenómeno de reclutamiento de linfocitos T CD4+ procedentes de la circulación, en torno a las 

células dendríticas foliculares recubiertas de viriones77,104. De hecho, diferentes estudios 

sostienen que el incremento del número absoluto de linfocitos T CD4+ circulantes que se 

observa en las primeras semanas tras el inicio del TAR, se debe a una redistribución de 

linfocitos secuestrados en los órganos linfoides como consecuencia de la replicación viral, y no 

a un aumento neto de los mismos128-131. 

- Bloqueo en la regeneración linfocitaria: Durante la fase crónica de la infección por el 

VIH-1 existe un bloqueo de la activación y proliferación de los linfocitos T CD4+77; dicho 

bloqueo puede producirse tanto a nivel central (timo o médula ósea) como periférico (órganos 

linfoides periféricos)132. 

- Hiperactivación y agotamiento del sistema inmune: La activación crónica del sistema 

inmune característica de la infección por el VIH-1, implicaría un aumento del número de ciclos 

de división de los linfocitos, particularmente de los linfocitos T CD8+133; con ello provocaría 

alteraciones en la homeostasis de los linfocitos activados, cuya destrucción por apoptosis se 

induciría al cabo de un número determinado de divisiones, disminuyendo a su vez la 
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generación de un compartimiento de linfocitos de memoria; todo esto lleva a una pérdida 

paulatina del repertorio inmunológico134. 

 

1.3. ASPECTOS INMUNOLÓGICOS DE LA INFECCIÓN POR EL VIH-1 

1.3.1. Respuesta del sistema inmunitario frente a la infección por el VIH-1 

1.3.1.1. Respuesta inmunitaria innata o inespecífica 

La respuesta inmunitaria innata desempeña un papel relevante en la contención inicial 

de la infección, y por lo tanto, puede ser crucial en la fase aguda de la misma. Como 

componentes de la respuesta inmunitaria inespecífica, destacamos la acción de diferentes 

factores solubles, así como la respuesta innata mediada por células. 

- Mediadores solubles: Existen diferentes factores solubles que son activos frente al 

VIH-1, como las proteínas del sistema del complemento135 y los interferones antivirales136. 

Otros mediadores solubles que también participan en la defensa frente al VIH-1 se incluyen en 

el grupo de las defensinas, quimiocinas y otras citocinas57,137,138. En 1986 se descubrió que los 

linfocitos T CD8+ eran capaces de inhibir la replicación viral en pacientes seropositivos, a 

través de mecanismos no citolíticos139; dicha actividad anti-VIH-1 depende de factores solubles 

secretados por los linfocitos T CD8+, entre los que se encuentran quimiocinas de tipo CC (p. 

ej.:  RANTES –CCL5–, MIP-1α –CCL3–, y MIP-1β –CCL4–, que al unirse a su receptor CCR5 

provocan la internalización del mismo en la célula140, inhibiendo así la infección por cepas 

macrofagotrópicas del VIH-1141), y de tipo CXC (p. ej.: SDF-1 o CXCL12, que de manera 

similar142, al unirse a su receptor CXCR4 inhibe la infección por cepas linfotrópicas del VIH-

1143,144). Existen otros factores antivirales también secretados por los linfocitos T CD8+, cuyo 

mecanismo de acción aún no se ha caracterizado completamente; dichos factores se han 

denominado genéricamente CAF (factores producidos por CTL activados)139,145 y bloquean la 

replicación del VIH-1 inhibiendo el proceso de transcripción del virus146. 

Además de los linfocitos T CD8+, existen otras células como las de los epitelios 

vaginal, endocervical y rectal, que también producen grandes cantidades de SDF-1, que 

actuaría bloqueando la propagación de variantes linfotrópicas147. 
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La hiperactivación del sistema inmunitario característica de la infección por el VIH-1 se 

manifiesta además por un exceso en la producción de citocinas inflamatorias, como la 

interleucina-1 (IL-1), IL-6 y el factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-α)148,149. Merece destacar 

que la secreción incrementada de citocinas inflamatorias se ha asociado, por un lado, a un 

aumento de la replicación viral en linfocitos T CD4+150,151, y por otra parte, a un mayor 

reclutamiento de células T CD4+ a los tejidos inflamados, contribuyendo a la propagación de la 

infección152-154. 

- Inmunidad innata mediada por células: Existen dos poblaciones celulares que 

desempeñan un papel fundamental en la respuesta inmunitaria innata frente al VIH-1, que son 

las células asesinas naturales (células NK, del inglés natural killer) y las células dendríticas 

plasmocitoides.  

Las células NK constituyen un componente esencial de la respuesta inmunitaria 

inespecífica y tienen la capacidad natural de destruir células infectadas sin necesidad de 

reconocer específicamente los antígenos virales presentados en las moléculas del sistema 

HLA155. Las células NK destruyen la célula diana por contacto directo en ausencia de 

anticuerpos (gracias a que poseen un complejo sistema de receptores activadores e 

inhibidores)156, o bien mediante mecanismos de citotoxicidad celular mediada por anticuerpos 

(ADCC)157. Recientemente se ha asociado un aumento de la actividad funcional de las células 

NK, traducido en una producción incrementada de citocinas –TNF-α e interferón-gamma (IFN-

γ)– y de beta-quimiocinas –CCL3, CCL4, CCL5– por dichas células, con una mayor protección 

frente a la infección por el VIH-1158,159. Por lo general, las células NK de pacientes VIH-1+ 

muestran una capacidad citolítica inferior a la de las células NK de individuos sanos; algunos 

autores han sugerido que la disminución de la expresión de receptores naturales de 

citotoxicidad (NCR) y de los niveles de perforinas en las células NK de pacientes infectados por 

el VIH-1 podrían ser la causa de las alteraciones observadas en su capacidad citolítica160. A 

pesar de que existen numerosos estudios sobre el papel que desempeñan las células NK en la 

infección por el VIH-1, en la actualidad éste sigue sin conocerse en detalle y necesita ser 

estudiado con mayor profundidad. 
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Las células dendríticas plasmocitoides constituyen otro componente celular de la 

inmunidad innata esencial en la lucha frente a infecciones víricas, siendo la principal fuente 

celular de interferones de tipo I (IFN-α, -β, -ω)161-163, cuya actividad antiviral se ha demostrado 

ampliamente164-166. Tras su estimulación a través de los receptores de membrana TLR-7 y TLR-

9, las células dendríticas plasmocitoides producen IFN de tipo I en respuesta a diferentes virus, 

entre los que se encuentra el VIH-1167. Como se describe de forma más detallada en el 

apartado final de esta Introducción, centrada más específicamente en el papel de las células 

dendríticas en la infección por el VIH-1, recientemente se ha demostrado que el número 

absoluto de células dendríticas plasmocitoides circulantes se encuentra significativamente 

reducido en estos pacientes168-172, lo que podría deberse a su posible infección tras contactar 

con el virus, ya que al expresar CD4 y los principales correceptores del VIH-1, CXCR4 y CCR5, 

podrían constituir, junto a los linfocitos T CD4+, una célula diana del virus. De hecho, diversos 

estudios realizados tanto in vitro173-175 como ex vivo47,176 han demostrado que estas células 

resultan infectadas tras su contacto con el VIH-1. Como consecuencia de la depleción de 

células dendríticas plasmocitoides observada en pacientes VIH-1+, la producción de IFN-α a 

partir de dichas células en respuesta a la infección se encuentra considerablemente reducida 

en estos individuos; este descenso en la producción de IFN-α se ha asociado con niveles de 

ARN viral más elevados y con una progresión más rápida de la enfermedad168,171,172. Tras la 

administración de TAR a pacientes VIH-1+, se ha observado un incremento de los niveles de 

células dendríticas plasmocitoides en la circulación, lo que a su vez se ha relacionado con la 

capacidad de estos individuos para controlar espontáneamente la replicación viral, tras la 

interrupción del tratamiento177,178. En conjunto, estos hallazgos reafirman el papel relevante de 

las células dendríticas plasmocitoides en la lucha frente al VIH-1. Por otra parte, merece 

destacar que esta población celular no solamente participa en la respuesta inmunitaria frente a 

la infección por el VIH-1 a través de la producción de IFN de tipo I, sino que, al convertirse en 

células dendríticas maduras, también participan en la respuesta inmunitaria adaptativa, a través 

de la presentación de los antígenos del virus a las células T179.  

 

1.3.1.2. Respuesta inmunitaria adaptativa o específica 
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Prácticamente todos los individuos VIH-1+ desarrollan una respuesta inmunitaria 

específica frente al virus, aunque únicamente una minoría de ellos es capaz de controlar la 

viremia durante un tiempo prolongado. Dentro de la respuesta inmunitaria adaptativa frente al 

VIH-1, comentaremos en distintas secciones el papel de los anticuerpos neutralizantes 

específicos del VIH-1, el de los CTL CD8+ y el de los linfocitos T colaboradores CD4+. 

- Respuesta humoral específica frente al VIH-1: Aunque la infección por el VIH-1 

desencadena una intensa respuesta humoral frente a prácticamente todas las proteínas 

reguladoras y estructurales del virus180, el poder neutralizante de dicha respuesta en la lucha 

contra el VIH-1 ha sido cuestionada por diversos autores181-183. Los anticuerpos que tienen 

capacidad para neutralizar el VIH-1 son fundamentalmente aquellos dirigidos frente a gp-41 y 

frente a los dominios variable 3 (V3) y de interacción con CD4 de la proteína gp-120184-186. Por 

desgracia, se ha demostrado que la producción de anticuerpos con capacidad neutralizante es 

escasa, y rápidamente se observa un escape viral a los mismos187. Este escape probablemente 

se debe a que las regiones de la envoltura viral más expuestas e inmunógenas son altamente 

variables, e inducen la síntesis de anticuerpos frente a los que se produce el escape del VIH-1 

mediante la mutación de los epítopos reconocidos134. Por el contrario, los epítopos inducidos 

por la unión a CD4 son mucho más estables y capaces por tanto, de inducir la producción de 

anticuerpos neutralizantes de amplio espectro, aunque únicamente se exponen cuando la gp-

120 de la envoltura se despliega para unirse a dicho receptor187,188. Por otra parte, en los 

ensayos de inmunización realizados hasta la fecha no se ha logrado obtener niveles 

adecuados de anticuerpos neutralizantes, ni se ha demostrado que éstos confieran una 

protección adecuada de manera sistemática189-191.  

 - Respuesta T citotóxica: Al igual que en otras infecciones víricas, en los pacientes 

infectados por el VIH-1 existen expansiones oligoclonales de linfocitos T CD8+ con actividad 

citotóxica (CTL), fundamental para el control de la infección, y restringida por el reconocimiento 

de los antígenos del virus a través del sistema HLA-I192,193. Este tipo de respuesta es más 

precoz e intensa que la respuesta humoral en el control de la replicación viral194. El complejo 

formado por el péptido antigénico y la molécula HLA-I es reconocido a través del receptor 

específico para antígeno de la célula T CD8+, desencadenándose la respuesta CTL específica 
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frente al VIH-1195,196. La respuesta CTL es particularmente intensa en pacientes en la fase de 

primoinfección y su intensidad se correlaciona con el control de la replicación viral197. 

Experimentalmente, los datos más concluyentes sobre el papel de los CTL en el control de la 

replicación viral provienen de estudios en los que la depleción de linfocitos T CD8+ en macacos 

infectados por el SIV origina un gran aumento de la viremia y acelera la progresión de la 

infección en el animal198-200. 

Hasta la fecha se han implicado diferentes mecanismos en la actividad antiviral de los 

CTL. Por una parte, los CTL provocan la lisis directa de células infectadas por el VIH-1 

mediante la liberación de perforinas y otras enzimas citolíticas, bloqueando la propagación de 

la infección139. Aunque la actividad citolítica de los CTL se produce fundamentalmente a través 

de esta vía, las células T CD8+ que expresan Fas-L (CD95-L o CD178) pueden unirse a su 

receptor –Fas (CD95)– en la superficie de la célula infectada, induciendo su muerte por 

apoptosis201. Además, como se ha comentado anteriormente, los CTL producen factores 

solubles como quimiocinas y CAF, que han demostrado poseer actividad antiviral139,202-204.  

El control parcial de la replicación viral que se observa a los pocos días de la infección 

se ha relacionado con la aparición de una respuesta CTL específica frente al VIH-1205. De 

manera similar, en la fase aguda de la infección, la aparición de poblaciones efectoras que 

lisan células infectadas por el VIH-1 se ha asociado con una disminución de la carga viral en 

plasma206-209. De acuerdo con estas observaciones, se ha demostrado la existencia de una 

expansión oligoclonal de poblaciones linfocitarias T en SP, coincidiendo con el “set point” 

virológico o fase de equilibrio, que se produce a las pocas semanas de la infección por el VIH-

1210. Por el contrario, otros autores no han encontrado una asociación clara entre los niveles de 

carga viral y la magnitud de la respuesta de los CTL211-213. Entre otros factores, la incapacidad 

de los CTL específicos del VIH-1 para controlar la replicación del virus se ha relacionado con: 

1) la depleción de los linfocitos T CD4+ colaboradores provocada por el VIH-1, que puede 

actuar como causa importante de la pérdida progresiva de la capacidad funcional de los CTL, 

ya que las células T CD4+ son críticas en la generación de la respuesta específica de los CTL 

frente al VIH-1214-217; 2) los defectos funcionales de los CTL que los hacen incapaces de 

controlar la infección por el VIH-1, como una capacidad de producción de citocinas y perforinas 
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notablemente reducida218-222, o alteraciones en su diferenciación y maduración221,223, y; 3) el 

escape viral debido a la generación de variantes del virus que no son reconocidas por el 

repertorio de CTL previamente establecido, observado en pacientes con infección avanzada y 

deterioro inmunológico208.  

Debido a la importancia de los CTL en el control de la replicación del VIH-1, el haplotipo 

del complejo HLA-I que presentan los individuos infectados va a tener mucha importancia en la 

progresión de la infección, ya que el péptido antigénico que es reconocido por los CTL y la 

magnitud de la respuesta de los CTL específica frente al VIH-1 vienen en parte determinados 

por las moléculas HLA-I que expresa el individuo. Así, la expresión de ciertas moléculas del 

complejo HLA-I, como HLA-B14, B27, B51, B57 y Cw8, se ha asociado a una progresión más 

lenta de la infección en pacientes VIH-1+194,224-226, mientras que la expresión de HLA-A23, B35, 

B37 y B49 se ha asociado a un pronóstico más adverso227. Más recientemente, estudios de 

asociación basados en análisis de genoma completo –WGAS, del inglés “genome-wide 

association studies”–, han demostrado que el HLA-B∗5701 es uno de los parámetros predictivos 

más potentes de carga vírica en la fase de equilibrio, y de progresión a la inmunodeficiencia, 

siendo bien conocido que con este alelo se genera una respuesta citotóxica especialmente 

potente228. 

- Respuesta de los linfocitos T CD4+ colaboradores: La respuesta celular específica 

frente al VIH-1 no se limita a los linfocitos T CD8+, sino que requiere de una respuesta CD4 

específica229. La existencia de poblaciones de linfocitos T CD4+ que responden de manera 

específica frente al VIH-1 se ha demostrado mediante estudios que miden la producción de 

citocinas por estas células, tras su estimulación con antígenos víricos derivados del VIH-1216,217. 

Es más, la magnitud de la capacidad de los linfocitos T CD4+ para proliferar y producir 

citocinas en respuesta al virus se relaciona con el estadio clínico, tanto en pacientes infectados 

por el VIH-1, como en macacos SIV+229,230. Pese a estos hallazgos, hoy se sabe que la 

capacidad de los linfocitos T colaboradores para responder frente a la infección por el VIH-1 se 

encuentra profundamente alterada231-233. Aunque incluso en estadios avanzados de la infección 

se observa producción de IFN-γ en respuesta a antígenos víricos216, los linfocitos T CD4+ 

proliferan muy raramente en pacientes no tratados, a excepción de los sujetos VIH-1+ NPLP229. 
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Merece destacar que la capacidad de proliferación de las células T CD4+ frente a antígenos del 

VIH-1 se puede conservar o restaurar en pacientes que reciben tratamiento inmediatamente 

después de la adquisición de la infección197, y en una proporción de individuos infectados en 

los que la administración de TAR provoca la supresión de la replicación viral217,234. Por el 

contrario, el restablecimiento de este tipo de respuesta es menos habitual en pacientes VIH-1+ 

que comienzan el tratamiento antirretroviral en estadios más avanzados de la infección130,231. 

La activación crónica del sistema inmune constituye un componente crítico en la 

patogenia de la infección por el VIH-1, ya que: 1) por un lado, la activación de los linfocitos T 

CD4+ proporciona nuevas células diana para el VIH-185,235, contribuyendo al mantenimiento de 

la infección; 2) por otra parte, el incremento de la producción de nuevos linfocitos provocado 

por la activación excesiva, hace que se acabe consumiendo el repertorio de células T vírgenes 

y de memoria, con una expansión concomitante de células CD4+ efectoras100,236; 3) además, la 

activación crónica y la proliferación excesiva de linfocitos T puede inducir alteraciones en el 

control del ciclo celular y un incremento de la apoptosis84,237; 4) es posible que la activación 

inmune provocada por el VIH-1 sea responsable, al menos en parte, de los cambios que se 

producen en la estructura de los ganglios linfáticos y en la función del timo, lo que a su vez 

limita una reconstitución adecuada del repertorio de linfocitos T CD4+238,239, y; 5) finalmente, la 

presencia de estímulos externos que inducen activación del sistema inmunitario, como 

infecciones oportunistas o inmunizaciones, conduce a un aumento de la replicación viral in vivo, 

lo que resulta no solamente en un incremento de la carga viral en la circulación sistémica, 

tejidos linfoides y otros órganos, sino que incrementa también la posibilidad de que ocurran 

cambios en el genotipo y fenotipo del virus85. 

 

1.3.2. Mecanismos de evasión del VIH-1 a la respuesta inmunitaria 

Una de las cuestiones más discutidas en relación con la patogenia de la infección por el 

VIH-1, es la relacionada con la incapacidad del organismo para contener la replicación viral, a 

pesar de desarrollar una respuesta inmunitaria humoral y celular potente tras la infección, y que 

inevitablemente conduce a un estado de inmunodeficiencia profunda o SIDA. Aunque, como se 
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detalla a continuación, se han propuesto varias explicaciones para este fenómeno, la más 

documentada es la del escape viral a través de mutaciones en diferentes epítopos del virus208. 

 

1.3.2.1. Variabilidad genética  

El VIH-1 dispone de un mecanismo de evasión al sistema inmune común a otros virus 

ARN, relacionado con su elevado índice de variabilidad. Éste se debe a la elevada tasa de 

error de la TI (una sustitución por 103-104 nucleótidos y ronda de copia)134, a lo que se añade la 

recombinación genética durante la retrotranscripción, que genera una alta proporción de virus 

deficitarios, asociada a una elevada diversidad en las proteínas víricas, permitiendo al VIH-1 

escapar al control de la respuesta inmunitaria específica. 

 

1.3.2.2. Escape inmunológico a la respuesta de los CTL  

El escape del virus a la respuesta CTL constituye uno de los mecanismos de escape 

inmunológico más documentados, y se ha descrito tanto en la fase de infección aguda208,209,240, 

como en la de infección crónica241,242 por el VIH-1. El escape a la respuesta CTL se debe a 

mutaciones puntuales en los epítopos de péptidos víricos que interaccionan con las moléculas 

HLA-I del individuo243. La mutación de un solo aminoácido en un epítopo del virus en puntos 

esenciales para su unión a moléculas HLA o para su reconocimiento por el receptor de la célula 

T (TCR), conlleva un incremento de la posibilidad de escape viral, pérdida de respuesta de los 

CTL y aumento de la viremia134,194. Además, el escape viral a la respuesta inmunológica puede 

producirse también por la ocurrencia de mutaciones en regiones flanqueantes que afectan al 

procesamiento antigénico194. El escape del VIH-1 a la acción de los CTL también se ha descrito 

en estudios de transmisión de madre a hijo244 y de inmunización activa y posterior infección en 

animales245.  

Otro mecanismo de escape viral a la acción de los CTL es la disminución de expresión 

de moléculas HLA-I226,246, relacionado con la proteína viral nef, una de las principales proteínas 

reconocidas por los CTL247. 
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1.3.2.3. Escape a la acción de los anticuerpos neutralizantes 

La estructura de la envoltura del VIH-1 en su forma nativa oculta los dominios de 

interacción con sus correceptores correspondientes mediante dos fenómenos: exclusión 

oligomérica (debida a su estructura en forma de trímero) y enmascaramiento entrópico (debido 

al plegamiento de la proteína)37. Estos epítopos más conservados del virus son reconocidos 

por los anticuerpos neutralizantes en el momento en que se produce la interacción entre la 

membrana del VIH-1 y la membrana celular, contexto en el que sin embargo, la eficacia de los 

anticuerpos es menor debido a su baja accesibilidad187. Otro mecanismo de escape viral a la 

acción de los anticuerpos neutralizantes es la mutación de los epítopos de las regiones 

hipervariables que se encuentran en el dominio externo de la envoltura viral248; el escape viral a 

estos anticuerpos no siempre requiere la mutación de los epítopos antigénicos, sino que puede 

producirse por la formación de estructuras denominadas escudos glicano, que resultan de la 

glicosilación de residuos de aminoácidos y la formación de estructuras de hidratos de carbono 

sobre la gp-120 de la envoltura viral, constituyendo auténticas barreras que impiden el acceso 

de los anticuerpos neutralizantes a sus epítopos188.  

 

1.3.2.4. Reservorios virales 

La latencia celular (provirus integrado en el genoma de la célula huésped en ausencia 

de replicación activa) es una característica general de todos los retrovirus249, y uno de los 

mecanismos de escape inmunológico que impide la erradicación del VIH-1 en individuos en los 

que el tratamiento ha suprimido la replicación viral62. Al infectar a la célula diana de forma 

latente, el VIH-1 escapa a la vigilancia inmunológica, ya que la célula no expresa productos 

virales en su membrana250. Los linfocitos T CD4+ de memoria en estado de reposo, junto con 

los macrófagos, células dendríticas foliculares y células de otros tejidos (“santuarios” del 

organismo) constituyen el reservorio viral, que es el principal obstáculo para la erradicación del 

VIH-1 en individuos sometidos a TAR62,251-256. Por otro lado, los procesos de reactivación-

reinfección son muy rápidos59, y tienen lugar en los centros germinales de los órganos linfoides 

secundarios, que constituyen un ambiente idóneo para la infección de los linfocitos T CD4+ 
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circundantes en estado de activación celular257. De acuerdo con estos hallazgos, se ha 

demostrado que los clones de linfocitos T CD4+ específicos frente al VIH-1 que se encuentran 

en estado de activación se infectan en una proporción elevada, lo que conduce a una supresión 

de las respuestas específicas frente al virus82. Merece destacar que el compartimiento latente 

no es estático, ya que continuamente se están infectando nuevas células de manera latente, a 

través de las cuales se pueden observar los cambios que va experimentando el virus a lo largo 

de la infección, incluyendo las mutaciones asociadas a resistencia al tratamiento y las variantes 

de escape inmunitario134. Por tanto, el VIH-1 almacena su “historia” en el compartimiento 

latente, lo que constituye un mecanismo de escape, tanto frente a tratamiento con TAR como 

frente a futuras vacunas254.  

  

1.3.3. Infección por el VIH-1 y marcadores fenotípicos de activación del 

sistema inmunitario 

Como hemos comentado anteriormente, la activación crónica del sistema inmunitario 

constituye una de las principales características de la infección por el VIH-185, y uno de los 

factores críticos implicados en el desarrollo del estado de inmunodeficiencia típico de la 

enfermedad258,259. Este estado de hiperactivación crónica se manifiesta, entre otras 

características, a través de la expresión incrementada de marcadores fenotípicos de activación 

en las células del sistema inmunitario, como CD38 y HLA-DR260-265, y del incremento en la 

producción de citocinas266-268.  

En 1989, Giorgi y cols. describieron un aumento en la expresión del antígeno CD38 en 

la superficie de los linfocitos T CD8+ en pacientes VIH-1+260. A partir de entonces, diferentes 

autores han demostrado que la expresión incrementada de CD38 en los linfocitos T CD8+ 

constituye un marcador de mal pronóstico en pacientes infectados por el VIH-1261,262,265, cuyo 

poder de predicción es independiente de la carga viral y del número de linfocitos T CD4+ 

circulantes261-263,265. El inicio del TAR conlleva una reducción importante del número absoluto y 

relativo de células T CD8+/CD38+ en pacientes VIH-1+269-271. Además, la persistencia de 

niveles elevados de linfocitos T CD8+/CD38+ se ha asociado a un fracaso del tratamiento272,273, 



María Almeida Parra  Introducción 

 27

lo que podría reflejar la posible existencia de replicación viral residual en aquellos pacientes 

con carga viral indetectable en plasma274,275. Todos estos hallazgos sugieren que la medida de 

la expresión de CD38 en los linfocitos T CD8+ puede ser de gran utilidad en la monitorización 

de pacientes VIH-1+ sometidos a TAR. 

La expresión aumentada de CD38+ en los linfocitos T CD4+ también se ha descrito 

como marcador de mal pronóstico en pacientes infectados por el VIH-1276,277; sin embargo, los 

estudios sobre los cambios que se producen en la expresión de CD38 en células T CD4+ en 

pacientes sometidos a TAR han generado resultados contradictorios128,278,279. 

Además de CD38 y HLA-DR, existen otros marcadores fenotípicos de activación, como 

CD25 y CD71, cuya expresión incrementada en diferentes subpoblaciones linfoides de 

pacientes infectados por el VIH-1 se ha asociado a mal pronóstico280-282. Sin embargo, mientras 

que el porcentaje de linfocitos B CD25+ se ha descrito como marcador que predice el riesgo de 

progresión a SIDA, independientemente del recuento de linfocitos T CD4+281, esto no ha podido 

demostrarse en el caso de la expresión aumentada de HLA-DR y CD71 en linfocitos T CD4+ en 

pacientes infectados por el VIH-1282. Además, otros fenotipos que también se han descrito 

como indicadores de progresión de la enfermedad en pacientes VIH-1+, incluyen las 

subpoblaciones de linfocitos T CD8+/CD28- y CD8+/CD45RO+262. Sin embargo, existen ciertas 

discrepancias a la hora de considerar el potencial de ambas poblaciones linfoides como 

marcadores de mal pronóstico en individuos infectados por el VIH-1283,284. Por todo ello, el 

antígeno CD38 constituye el marcador de activación que más se ha empleado como indicador 

de mal pronóstico, en estudios destinados a la monitorización de los efectos del TAR en 

individuos VIH-1+. 

 

2. CÉLULAS DENDRÍTICAS HUMANAS  

2.1. RECUERDO HISTÓRICO 

Las células dendríticas constituyen una población minoritaria de leucocitos, altamente 

especializada en la captación y presentación de antígenos a los linfocitos T, desempeñando un 
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papel fundamental en el inicio y control de las respuestas inmunitarias285,286. Se describieron 

por primera vez en el año 1868, cuando Paul Langerhans indentificó la presencia de una 

población celular en la región suprabasal de la epidermis, con características morfológicas muy 

peculiares, consistentes en la presencia de prolongaciones citoplasmáticas287. Esta población 

se corresponde con las hoy ampliamente caracterizadas células de Langerhans de la piel. 

Posteriormente, en 1973 Ralph Steinman y Zanvil Cohn describieron en el bazo del ratón una 

población de células de apariencia similar a las descritas previamente por Langerhans288, que, 

al igual que otros leucocitos mononucleares, contenían gran cantidad de orgánulos en su 

citoplasma, como mitocondrias y endosomas de diferente estructura y densidad, y un núcleo 

irregular con la heterocromatina organizada a lo largo de la membrana nuclear288. Sin embargo, 

éstas se diferenciaban de otras células localizadas en tejidos linfoides por la presencia de 

amplias proyecciones citoplasmáticas o “dendritas” de diferente forma y longitud. Como 

consecuencia de su morfología característica, esta nueva población celular recibió el nombre 

de célula dendrítica. En los años posteriores, sobre todo en la última década del siglo pasado, 

se descubrió el extraordinario potencial de las células dendríticas para desencadenar 

respuestas inmunes primarias289-299, siendo consideradas en la actualidad las células más 

potentes del sistema inmune en la estimulación de linfocitos T vírgenes294,300,301. 

 

2.2. CARACTERÍSTICAS GENERALES DE LAS CÉLULAS DENDRÍTICAS 

Todas las poblaciones de células dendríticas descritas hasta la fecha (excepto las 

llamadas células dendríticas foliculares) tienen su origen en la médula ósea290, tejido desde el 

que migran sus precursores hacia el torrente circulatorio302, para posteriormente distribuirse a 

lo largo de los diferentes tejidos no linfoides del organismo, dando lugar a las denominadas 

células dendríticas intersticiales285,286. En la actualidad se sabe que las células dendríticas 

están ampliamente distribuidas por todo el organismo, de manera que están presentes en el 

tejido conectivo de la mayoría de los órganos sólidos no linfoides, como hígado, corazón, 

tiroides, páncreas, vejiga, riñón, uréter y piel286,303,304. Las células dendríticas también están 

presentes en los órganos linfoides primarios305,306 y secundarios, siendo su localización 

primordial en el organismo las áreas ricas en células T de los órganos linfoides secundarios307-
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309. Característicamente, las células dendríticas expresan niveles elevados de moléculas 

involucradas en la presentación de antígenos (moléculas HLA de clase I y II)307 y moléculas co-

estimuladoras como CD40, CD80 y CD86309,310, necesarias para activar de forma óptima a los 

linfocitos T. Desde el punto de vista funcional, las células dendríticas inmaduras presentes en 

los tejidos periféricos, a modo de “centinelas” del sistema inmune, detectan la presencia de 

antígenos extraños gracias a la expresión de un amplio abanico de receptores en su 

membrana, entre los que se incluyen receptores para fragmentos Fc de las inmunoglobulinas 

(Ig)311, receptores de complemento312 y otros receptores que reconocen patrones moleculares 

altamente conservados y comunes a muchos patógenos distintos, de los que merece destacar 

los receptores de lectina tipo C313 (C-type lectin R) –entre los que se encuentran los receptores 

de manosa314,315, langerina (CD207), BDCA-2 (CD303), DEC-205 (CD205) o DC-SIGN 

(CD209), entre otros-, los receptores de la familia NOD (del inglés “nucleotide-binding 

oligomerization domain”) y los receptores “carroñeros” (“scavenger”), como CD36, LOX-1 y 

CD91316-318. Tras el reconocimiento del patógeno, éste es internalizado mediante procesos de 

fagocitosis, pinocitosis y/o endocitosis; a partir de este momento las células dendríticas van a 

migrar de la periferia a los órganos linfoides secundarios, a la vez que experimentan un 

proceso de maduración319,320, transformándose en células dendríticas diferenciadas, también 

llamadas interdigitantes, maduras o co-estimuladoras (Figura 3).  
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Las señales que inducen la maduración de las células dendríticas pueden proceder del 

propio sistema inmune, −de las que merece destacar las mediadas por el ligando de CD40 

(CD40L o CD154) y por citocinas inflamatorias, como TNF-α, IL-1, IL-6 e IFN-γ−, o bien de 

productos microbianos y otras moléculas liberadas por tejidos dañados, capaces de estimular 

distintas variantes de TLR321, presentes en la membrana de las células dendríticas. En la 

actualidad, sabemos que existe una especialización de los distintos TLR respecto a los 

ligandos capaces de unirse a ellos. A modo de ejemplo, el receptor TLR2 reconoce sobre todo 

el peptidoglicano y la lipoproteína de las bacterias Gram positivas; el LPS de las bacterias 

Gram negativas se une a un complejo integrado, entre otros componentes, por TLR4, y; TLR9 

reconoce secuencias no metiladas citidina-guanidina denominadas nucleótidos CpG, muy 

frecuentes en el ADN de microorganismos. El reconocimiento de estos productos microbianos 

por parte de los TLR induce la activación de una gran variedad de vías de transducción de 

señales en las células dendríticas, que, junto con las señales procedentes de la interacción con 

otros componentes del sistema inmune, ponen en marcha su maduración.  

La maduración de las células dendríticas se asocia a una pérdida progresiva de su 

capacidad para capturar antígenos y a la adquisición gradual de un potencial cada vez mayor 

para desencadenar respuestas inmunes por parte de los linfocitos T299. Para ello, las células 

dendríticas van procesando los antígenos capturados, los reducen a péptidos que se 

ensamblan en moléculas HLA y finalmente, los complejos péptido-HLA son transportados a la 

superficie celular322. Además, ello va unido a una serie de cambios fenotípicos, que en gran 

medida reflejan los cambios funcionales que sufren las células dendríticas a lo largo de su 

migración y maduración. Así, las células dendríticas activadas o maduras expresan marcadores 

que las distinguen de las no activadas o inmaduras; de entre éstos, merece destacar: i) CD83, 

una de las proteínas más características de las células dendríticas maduras, ausente en 

células inmaduras, y que desempeña un papel fundamental en la inducción de respuestas T 

inmunogénicas, y; ii) DC-LAMP, una proteína lisosomal, específica también de células 

dendríticas ya maduras. Además, a medida que maduran las células dendríticas, se produce, 

entre otros cambios fenotípicos, un aumento significativo de la expresión de las moléculas co-

estimuladoras CD80 y CD86, y de moléculas HLA285,323,324.  
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Cuando las células dendríticas alcanzan los órganos linfoides secundarios, están en 

condiciones óptimas de activación y maduración para presentar los antígenos a los linfocitos T 

vírgenes y de memoria309,310,325,326, e inducirles a que desencadenen una respuesta inmune 

antígeno-específica294-298. Además, las células dendríticas son capaces de modular la 

respuesta inmune, tanto a través de señales mediadas por contactos célula-célula, como 

mediante la secreción de citocinas327-329. En este sentido, hoy se sabe que las células 

dendríticas no sólo procesan antígenos extraños o alterados para inducir inmunidad308,309, sino 

que, en determinadas circunstancias, actúan induciendo tolerancia330-332. Así, en ausencia de 

inflamación, las células dendríticas capturan y presentan antígenos del propio individuo a los 

linfocitos T, pero se mantienen en un estado inactivado o de inmadurez, que resulta en la 

inhibición de la proliferación e inducción de anergia de células T reactivas, mecanismo 

responsable en parte de la inducción de autotolerancia inmunológica309,331,333,334.  

Debido a la capacidad de las células dendríticas para iniciar o modular la respuesta 

inmune, en los últimos años se ha incrementado considerablemente el interés en su utilización 

terapéutica como herramienta potencialmente moduladora de la respuesta inmune en campos 

tan diversos como en el trasplante de órganos y tejidos, enfermedades autoinmunes, alergia, 

enfermedades infecciosas, o como células estimuladoras de la inmunidad antitumoral286,335-337. 

No obstante, pese al interés que suscita su potencial utilidad terapéutica, el avance en nuestro 

conocimiento acerca de estas células no sólo ha sido relativamente lento, sino también difícil, 

ya que se trata de una célula poco representada en los distintos órganos y tejidos del 

organismo, para cuya identificación carecemos de marcadores fenotípicos específicos; 

además, constituye una población celular heterogénea, en la cual se incluyen distintas 

subpoblaciones celulares, con características morfológicas, fenotípicas y funcionales 

diferentes, y en gran medida desconocidas, como también lo es la relación ontogénica y 

funcional existente entre ellas. 

 

2.3. ORIGEN, PRODUCCIÓN Y FUNCIÓN DE LAS CÉLULAS DENDRÍTICAS DE 

SANGRE PERIFÉRICA 
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2.3.1. Precursores de células dendríticas 

  La práctica totalidad de las poblaciones de células dendríticas descritas hasta la fecha 

se origina a partir de un precursor totipotencial o célula stem hematopoyética338,339. La 

excepción la constituiría la célula dendrítica folicular, cuya ontogenia sigue siendo un enigma y 

para la que algunos autores han sugerido un origen en un precursor extramedular340,341. Dentro 

de las células dendríticas de origen hematopoyético reconocido, se han podido identificar al 

menos dos vías de diferenciación distintas desde la célula stem hematopoyética hasta la célula 

dendrítica localizada en tejidos linfoides y no linfoides306,310,342. De acuerdo con ello, 

actualmente se reconoce la existencia de al menos dos subpoblaciones diferentes de células 

dendríticas: las células dendríticas linfoplasmocitoides (o simplemente plasmocitoides) y las 

células dendríticas mieloides306,339,343-345. Además, se ha reconocido la existencia de un tercer 

subtipo de células dendríticas derivadas de monocitos346.  

El modelo tradicional de ontogenia de las células dendríticas, más acorde con la idea 

clásica de la hematopoyesis, postula la existencia de diferentes líneas hematopoyéticas de 

diferenciación a células dendríticas funcionalmente distintas. En este sentido, tradicionalmente 

se ha considerado que las células dendríticas mieloides derivarían de una línea celular 

originada a partir de un precursor mieloide, mientras que las células dendríticas plasmocitoides 

se originarían a partir de un progenitor linfoide347. De hecho, una serie de estudios recientes 

apoyan el origen linfoide de las células dendríticas plasmocitoides y la ontogenia mieloide en el 

caso de las células dendríticas mieloides; así, entre otras evidencias348,349, en estos estudios se 

demuestra que el gen que codifica para CIITA (un factor de transcripción esencial para la 

activación de genes asociados a la presentación de antígenos a través de moléculas HLA de 

clase II) se activa a partir de su promotor mieloide (pI) en las células dendríticas mieloides, 

mientras que lo hace a partir del promotor linfoide (pIII) en el caso de las células dendríticas 

plasmocitoides348. Asimismo, también se ha referido que las células dendríticas plasmocitoides 

proceden de un precursor linfoide de médula ósea que coexpresa CD34+ y CD10+ en ausencia 

de otros marcadores de línea339,350,351, diferente al precursor de las células dendríticas 

mieloides. Dichos estudios se basan en que las células dendríticas plasmocitoides de SP 

humana carecen de marcadores mieloides, y a diferencia de las células dendríticas mieloides, 
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para su diferenciación requieren de la presencia de IL-3 pero no del factor estimulante de 

colonias granulo-monocíticas (GM-CSF)351. En contraposición con esta hipótesis que sugiere 

que ambas subpoblaciones de células dendríticas tendrían su origen en líneas celulares 

claramente diferenciadas, más recientemente se ha propuesto la existencia de un ancestro 

común, con gran plasticidad funcional, a partir del cual se generarían las diferentes 

subpoblaciones de células dendríticas. Varios trabajos defienden este modelo de ontogenia de 

las células dendríticas en el ratón352-354. Así, Traver y cols. han demostrado en un modelo 

murino que un precursor común CD11c+ puede diferenciarse tanto a células dendríticas 

mieloides como plasmocitoides (subpoblaciones CD8α+ y CD8α-)352; a su vez, otros autores 

han constatado que las células dendríticas mieloides y plasmocitoides murinas pueden 

generarse a partir de progenitores comunes353. En esta misma línea, algunos estudios aportan 

la existencia de interconexiones entre las dos líneas celulares; a modo de ejemplo, se ha 

sugerido que ambos tipos de células dendríticas se originarían a partir de progenitores 

mieloides y linfoides que expresan Flt-3355,356, y se ha observado diferenciación de células 

dendríticas plasmocitoides a células dendríticas mieloides tras procesos de infección vírica357. 

De forma similar a lo observado en el ratón, un estudio reciente sobre la ontogenia de las 

células dendríticas humanas aporta evidencias que sugieren que en el hombre las células 

dendríticas mieloides y plasmocitoides también podrían originarse a partir de un precursor 

común, con características de célula progenitora mieloide/linfoide358. No obstante, dado que 

existen evidencias que apoyarían ambos modelos ontogénicos, se requieren estudios 

adicionales que confirmen si realmente existe una contribución dual de ambas vías de 

diferenciación, −mieloide y linfoide−, en la generación tanto de células dendríticas mieloides 

como plasmocitoides359,360.  

 Merece destacar que la escasa frecuencia con la que se detectan los precursores de 

células dendríticas, tanto en médula ósea como en SP, unido a la gran heterogeneidad 

fenotípica y funcional de su equivalente tisular, han dificultado enormemente el estudio de la 

diferenciación de las células dendríticas en las etapas más tempranas de su ontogenia, 

limitaciones que siguen aún hoy sin resolverse de manera completamente satisfactoria. 
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2.3.2. Células dendríticas de sangre periférica  

La SP humana ha sido ampliamente utilizada como fuente de material para la 

realización de estudios sobre células dendríticas, tanto a través del aislamiento y diferenciación 

de células dendríticas in vitro a partir de monocitos361, como mediante la purificación de 

poblaciones poco representadas de células que expresan marcadores de célula dendrítica362. 

Las células dendríticas de SP humana se identifican por su expresión intensa de moléculas 

HLA de clase II (p. ej.: HLA-DR), en ausencia de marcadores de línea T (TCR-/CD3-), B (CD19-

), NK (CD56-) y monocitarios (CD14-). Clásicamente se han diferenciado dos poblaciones de 

células dendríticas en SP humana: una de ellas expresa de manera intensa en su membrana el 

receptor de la IL-3 (CD123), en ausencia del marcador CD11c (CD11c-/CD123+++), y 

corresponde a las células dendríticas plasmocitoides; la otra población expresa en su 

membrana CD11c y el marcador mielomonocítico CD33 (CD11c++/CD123+/CD33+++), y se 

corresponde con las células dendríticas mieloides363. Hasta hace poco tiempo, se consideraba 

que las células dendríticas mieloides circulantes estaban constituidas fundamentalmente por 

precursores de células dendríticas; en la actualidad, y gracias al reciente descubrimiento de 

nuevos marcadores específicos, es sabido que dentro de las células dendríticas mieloides 

coexisten al menos dos poblaciones, que expresan de manera específica los marcadores 

BDCA-1 (CD1c) y BDCA-3 (CD141), respectivamente364, con la posible existencia de una 

tercera población de células que expresan el antígeno CD16365,366. Estas observaciones 

implican que la población de células dendríticas de origen mieloide es más compleja de lo que 

en principio se pensaba, y sugiere que no todas las poblaciones de células dendríticas 

comparten la misma ontogenia y propiedades migratorias; por ejemplo, las células dendríticas 

de SP que expresan en su membrana los marcadores BDCA-1 y BDCA-3 tienen un perfil 

transcripcional más parecido al de las células dendríticas presentes en los órganos linfoides 

secundarios que a otras poblaciones de células dendríticas de SP367, lo que sugiere que dichas 

poblaciones podrían ser precursores de células dendríticas tisulares o proceder de estas 

células. Por lo tanto, al menos tres explicaciones no mutuamente excluyentes contribuirían a 

aclarar el hecho de que existan en SP distintas poblaciones de células dendríticas 

fenotípicamente diferentes: a) las células dendríticas de SP que expresan en su membrana 
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CD11c podrían constituir los precursores de células dendríticas más inmediatos generados en 

la médula ósea, y que a su vez darían lugar a las células dendríticas de los tejidos periféricos y 

de los órganos linfoides secundarios368; b) las células dendríticas terminalmente diferenciadas 

presentes en los tejidos periféricos podrían recircular a través de la sangre, y; c) los 

precursores de células dendríticas de SP podrían diferenciarse a células fenotípicamente 

diferentes sin la necesidad de abandonar el torrente circulatorio368. 

 

2.3.2.1. Células dendríticas mieloides 

Como hemos comentado anteriormente en esta introducción, las células dendríticas 

mieloides de SP tienen su origen en precursores localizados en la médula ósea289,290,369-371, que 

dan lugar a células que carecen de reordenamiento de los genes de las Ig y del TCR372. A lo 

largo de su diferenciación mantienen la expresión de CD11c y del antígeno asociado a línea 

mieloide CD33, en ausencia de positividad para mieloperoxidasa y esterasas373. Los 

precursores de células dendríticas mieloides generados en la médula ósea van a migrar a 

través del torrente sanguíneo hacia los órganos y tejidos no linfoides –células dendríticas 

intersticiales-, incluida la piel, donde se les conoce como células dendríticas dérmicas y células 

de Langerhans. Los únicos tejidos a los que no tendrían acceso las células dendríticas 

mieloides serían la córnea, el testículo y el sistema nervioso central374. Ante un estímulo 

inflamatorio, daño tisular o la presencia de un patógeno, estas células, tras captar antígenos 

del entorno, abandonarán los tejidos no linfoides para dirigirse a los órganos linfoides 

secundarios, que alcanzan a través de los vasos linfáticos aferentes o, menos frecuentemente, 

por vía sanguínea375-377.  

De acuerdo a sus características fenotípicas, las células dendríticas mieloides de SP se 

han identificado tradicionalmente por su expresión fuerte de HLA-DR en ausencia de 

marcadores específicos de línea (CD3-, CD14-, CD19-, CD56-), diferenciándose de la población 

de células dendríticas plasmocitoides por expresar en su membrana el antígeno CD11c306,363, 

los marcadores asociados a línea mieloide CD33 y CD13, las moléculas de adhesión CD29 y 

CD58, moléculas co-estimuladoras como CD2, CD5 y CD86, y receptores para IgG (como 

CD32), entre otros marcadores fenotípicos378,379. 
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Además de esta población específica de células dendríticas mieloides, en los últimos 

años se ha identificado y caracterizado otra subpoblación de células dendríticas en SP 

humana365,379-381 que, de manera similar a las células dendríticas mieloides tradicionales, 

también tendrían su origen en un progenitor mieloide382. Esta tercera subpoblación celular se 

caracteriza por ser el único subtipo de células dendríticas que expresa el receptor de baja 

afinidad para el fragmento Fc de la IgG (Fcγ-R tipo III o CD16) y que presenta positividad débil 

para CD14. Además, esta subpoblación de células HLA-DR+/CD16+/CD14-/+débil expresa DC-

SIGN (CD209), -una lectina de tipo C presente exclusivamente en células dendríticas152-, y 

tiene una elevada capacidad para estimular linfocitos T vírgenes en cultivos alogénicos 

mixtos383. A pesar de todos estos hallazgos que sugieren que se trata de una subpoblación de 

células dendríticas, en la actualidad se sigue cuestionando el verdadero origen y naturaleza de 

esta población celular –célula de línea monocítica versus célula dendrítica–, ya que algunos 

autores la consideran como una subpoblación minoritaria de monocitos con algunas 

peculiaridades funcionales384-386. Sin embargo, se ha demostrado que estas células presentan 

características diferenciales claras con respecto a los monocitos de SP. Así, desde el punto de 

vista morfológico, las células HLA-DR+/CD16+/CD14-/+débil presentan un aspecto claramente 

diferente al de los monocitos CD14++ de SP, especialmente a nivel ultraestructural, al presentar 

proyecciones citoplasmáticas evidentes y vesículas de pinocitosis en ausencia de gránulos 

densos azurófilos en el citoplasma379. Desde el punto de vista citoquímico, también se han 

encontrado diferencias significativas entre las células HLA-DR+/CD16+/CD14-/+débil y los 

monocitos. Así, las enzimas α-naftil acetato esterasa, mieloperoxidasa y lisozima, presentes 

desde los estadios más tempranos de la diferenciación a línea monocítica y que no se pierden 

a lo largo de la maduración del monocito a macrófago, son indetectables en el citoplasma de 

las células HLA-DR+/CD16+/CD14-/+débil 379. Además, fenotípicamente ambas poblaciones 

celulares se pueden distinguir claramente por mostrar un patrón diferente de expresión de 

CD64, CD45RA, CD45RO, HLA-DR, proteínas reguladoras del sistema del complemento, 

receptores de proteínas del complemento, moléculas de adhesión, receptores de quimiocinas y 

moléculas co-estimuladoras379,381 (Tabla 1).  
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Tabla 1. Análisis comparativo de las características fenotípicas y funcionales de 
los monocitos y de las diferentes subpoblaciones de células dendríticas (CDs) 
de sangre periférica humana 

CyMPO: mieloperoxidasa citoplasmática; CyLisozima: lisozima citoplasmática; CLA: antígeno 
linfocitario cutáneo. 

  Células dendríticas (CDs) mieloides  
 Monocitos CD16+ CD1c+ BDCA-3+ CDs 

plasmocitoides 
CD14 +++ -/+ - - - 

CD4 + + + + ++ 

HLA-DR + ++ +++ +++ ++ 

CD11a + ++ ++ ++ + 

CD29 + + + + -/+ 

CD54 -/+ + + + + 

CD58 - - - - - 

CD62L -/+ - + + + 

CD2 - - ++ - + 

CD5 - - - + - 

CD40 + + + ++ -/+ 

CD86 + ++ + + - 

CD16 - ++ - - - 

CD32 ++ + + - - 

CD64 -/+ - - - - 

CD11b +++ - - - - 

CD11c +++ +++ +++ ++ - 

CD35 + - - - - 

CD55 ++ + + + + 

CD13 ++ ++ ++ ++ - 

CD33 +++ + +++ +++ - 

cMPO +++ - - - - 

cLisozima + - - - - 

CD22 - - + + + 

CD45RA - + - - + 

CD45RO + - + + - 

CD116 -/+ - -/+ -/+ - 

CD123 + + + - +++ 

CD38 ++ - +++ +++ ++ 

CLA + - ++ ++ + 

CD205 ++ + ++ +++ ++ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Finalmente, ambas subpoblaciones celulares –monocitos y células dendríticas HLA-

DR+/CD16+/CD14-/+débil–, difieren en sus características funcionales, al menos en lo que 

respecta a su capacidad de producción de citocinas inflamatorias y en su actividad fagocítica y 

bactericida mediada por receptores de anticuerpos y proteínas del complemento 379,387. 

Actualmente se conoce que los monocitos –“células CD14+”– de SP constituyen una 

fuente importante de células dendríticas al cultivarlos in vitro en presencia de GM-CSF e IL-
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4361,388. Estos hallazgos apoyarían la hipótesis de que las células HLA-DR+/CD16+/CD14-/+débil 

podrían constituir una subpoblación de células dendríticas derivadas de monocitos y que, de la 

misma manera que con una combinación adecuada de citocinas los monocitos se diferencian in 

vitro a células dendríticas, in vivo exista una subpoblación de células dendríticas que proceda 

de monocitos. Una explicación alternativa es que al identificar los monocitos de SP por su 

expresión de CD14 se incluyan dentro de los mismos a las células dendríticas HLA-DR+/CD16+, 

–ya que también expresan CD14 de forma débil– y que tras cultivo en las condiciones idóneas, 

se expandan las denominadas células dendríticas derivadas de monocitos. 

A modo de resumen, podríamos decir que a la luz de los conocimientos actuales, la 

población de células dendríticas mieloides de SP (CD11c+) está constituida por un grupo celular 

heterogéneo, en el que se distinguen al menos dos subpoblaciones diferentes, cada una de las 

cuales se puede identificar por la expresión en su membrana de distintas moléculas: CD16 

(células dendríticas CD16+) y CD1c (BDCA-1; células dendríticas CD1c+). Esta última 

subpoblación a su vez incluye células dendríticas CD141- y CD141+ (células dendríticas BDCA-

3+)365-367. De estas poblaciones celulares, la más representada es la de células dendríticas 

CD16+, constituyendo un 65-75% del total de las células dendríticas mieloides de SP humana, 

seguida de la población CD1c+/CD141- (10-20%). En contraposición, la menos frecuente es la 

subpoblación BDCA-3+, que representa entre 3-5% del total de las células dendríticas 

mieloides366. Las tres subpoblaciones expresan, además de CD11c, los marcadores CD86 y 

CD13366. Con respecto a las diferencias encontradas desde el punto de vista fenotípico, las 

células CD16+ constituyen la única subpoblación de células dendríticas que carece de CLA 

(antígeno linfocitario cutáneo, del inglés, Cutaneous Lymphocyte-associated Antigen) –un 

receptor de tipo “homing” ampliamente expresado en células dendríticas342,389–, tienen una 

expresión de débil a moderada de CD14 y CD33 y muestran positividad para HLA-DR menos 

intensa que el resto de las células dendríticas de SP365; además, éstas células expresan 

niveles más elevados de la molécula coestimuladora CD86, respecto a las otras poblaciones de 

células dendríticas. En relación con las células CD1c+, MacDonald y cols.365 las describen 

como la subpoblación de células dendríticas mieloides de SP que expresa niveles mas 

elevados de CD11c; además, carece de CD14 en su membrana y expresa de manera intensa 
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CD33 y HLA-DR365. Finalmente, la subpoblación minoritaria de células dendríticas mieloides 

BDCA-3+ es también CD14-, y muestra positividad intensa para CD33+++; en comparación con 

las células dendríticas mieloides CD1c+, estas células tienen menor expresión de HLA-DR y 

CD86, y niveles más elevados de CD40 y CD205365. Desde el punto de vista funcional, Piccioli 

y cols. han demostrado la capacidad de las células dendríticas mieloides CD1c+ y CD16+ de 

producir diferentes tipos de citocinas inflamatorias tras estimulación específica de receptores 

TLR presentes en su membrana366. Entre los hallazgos más importantes descritos por estos 

autores, destacan las diferencias entre ambas subpoblaciones en cuanto a su capacidad para 

producir CXCL-8 (IL-8) y TNF-α; así, las células dendríticas mieloides CD1c+ parecen estar 

altamente especializadas en la producción de IL-8 -citocina que desempeña un papel crucial en 

la respuesta inmune innata, ya que constituye el principal estímulo para atraer granulocitos, 

monocitos y linfocitos390-, secretando cantidades significativamente superiores de dicha citocina 

respecto a la producida por las células dendríticas mieloides CD16+; por el contrario, las células 

CD16+ tienen una mayor capacidad para secretar TNF-α. Basándose en estos hallazgos, 

Piccioli y cols. sugieren que las células dendríticas mieloides CD16+ desempeñarían 

preferentemente una actividad pro-inflamatoria, mientras que las células CD1c+ podrían tener 

un papel más relacionado con la inducción de quimiotaxis366. El hecho de que se haya descrito 

la existencia de un incremento significativo de los niveles circulantes de células dendríticas 

CD16+ en numerosas situaciones patológicas que tienen en común el hecho de estar asociadas 

a respuestas inflamatorias386, corroboraría la afirmación de Piccioli y cols. respecto al papel 

funcional pro-inflamatorio de esta subpoblación celular. 

 

2.3.2.2. Células dendríticas plasmocitoides 

Las células dendríticas plasmocitoides constituyen una población celular escasamente 

representada, aunque de gran importancia dentro del sistema hematopoyético391. Desde el 

punto de vista funcional, las células dendríticas plasmocitoides han sido ampliamente 

caracterizadas por el papel que desempeñan en la respuesta inmune innata y adaptativa, 

siendo consideradas como un nexo fundamental entre ambos tipos de inmunidad162,392,393; es 

más, en la actualidad se conoce que las células dendríticas plasmocitoides constituyen la 
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población celular más potente del sistema inmune a la hora de producir IFN de tipo I (IFN-α) en 

respuesta a infecciones víricas y bacterianas161-163.  

Inicialmente, las células dendríticas plasmocitoides se identificaron en muestras 

procedentes de ganglios linfáticos neoplásicos, en estrecha asociación con las vénulas de 

endotelio alto (HEV)394. Por este motivo y por la similitud morfológica con los linfoplasmocitos, 

estas células se denominaron linfoplasmocitoides o plasmocitoides395. Posteriormente se 

observó que estas células expresaban en su membrana la molécula CD4 de forma más intensa 

que las otras poblaciones de células dendríticas, en ausencia de otros marcadores de línea T, 

como el TCR y CD3, y de marcadores de línea B (CD19, CD21)373,396,397. Además, no expresan 

CD11c ni marcadores característicos de línea mieloide como CD13, CD14 o CD33, lo que 

contribuye a diferenciarlas de las células dendríticas mieloides convencionales CD11c+351. 

Gracias a su capacidad para producir grandes cantidades de IFN-α en respuesta a infecciones 

víricas y bacterianas398, se consideró que las células dendríticas plasmocitoides eran las 

células “productoras naturales de IFN de tipo I de SP”163,399,400. El conocimiento detallado de 

estas células permitió finalmente demostrar, de forma fehaciente, que pertenecen a la familia 

de las células dendríticas401. A diferencia de las células dendríticas mieloides, que son 

heterogéneas e incluyen diferentes poblaciones celulares de acuerdo a lo mencionado en el 

apartado anterior de esta introducción, hasta la fecha no se han identificado distintas 

subpoblaciones celulares dentro de las células dendríticas plasmocitoides de SP humana. 

Respecto a la función que desempeñan estas células en la respuesta inmune, parece 

claro que es diferente a la de las células dendríticas mieloides. En este sentido, actúan como 

células dendríticas especializadas en la respuesta inmune anti-viral, debido a su capacidad de 

secreción de niveles elevados de IFN-α desde las fases más precoces de una infección 

vírica179,393,402. Por otra parte, hace unos años se consideró que las células dendríticas 

plasmocitoides eran la población de células dendríticas candidata a generar tolerancia inmune 

periférica309,403. Así, se vio que las células dendríticas plasmocitoides murinas CD8α+ podían 

inducir apoptosis sobre linfocitos T CD4+, como consecuencia de la interacción entre el receptor 

de muerte celular Fas y su ligando FasL334, expresado en la membrana de las células 

dendríticas CD8α+. Además, a diferencia de las células dendríticas CD8α-, las células CD8α+ 
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eran capaces de estimular la proliferación de células T sin inducir secreción de citocinas403,404. 

Sin embargo, en la actualidad no está claro el papel que desempeñan las células dendríticas 

plasmocitoides en la inducción de tolerancia. Esto es debido a la dificultad que seguimos 

teniendo para distinguir entre una célula dendrítica plasmocitoide inductora de tolerancia, de 

una célula dendrítica estimuladora, al no poder fundamentarse esta diferenciación en 

conceptos tan simples como el estadio de maduración de la célula, y el amplio abanico de 

efectos indirectos que inducen sobre otros elementos reguladores de la respuesta inmune. En 

este sentido, se sabe que las células dendríticas plasmocitoides que han madurado tras 

estimulación con IL-3 y CD40L (CD154) inducen una respuesta colaboradora de tipo Th2 sobre 

células T CD4+, además de estimular células T reguladoras405,406. Por otro lado, se ha 

demostrado que, además de las células dendríticas plasmocitoides, las células dendríticas 

mieloides son capaces también de inducir tolerancia inmune407,408. Por todo ello, en la 

actualidad se cree que la respuesta desencadenada por las células dendríticas (inmunogénica 

vs tolerante) dependería, más que del tipo concreto de célula dendrítica que participa en ella, 

de su estado de maduración, entre otros factores no bien conocidos407-409. Finalmente, merece 

destacar que algunos autores han constatado que la inyección de células dendríticas 

plasmocitoides inmaduras in vivo no induce tolerancia antígeno-específica, como en principio 

podría esperarse410. Por lo tanto, se requieren estudios adicionales dirigidos a la identificación 

de aquellos factores relacionados con la inducción de tolerancia por parte de las células 

dendríticas en general, y por la subpoblación de células dendríticas plasmocitoides en 

particular, que permitan contribuir a aclarar el papel real de estas células en la inducción de 

tolerancia inmune.  
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3. LAS CÉLULAS DENDRÍTICAS EN LA INFECCIÓN POR EL VIRUS DE LA 

INMUNODEFICIENCIA HUMANA TIPO 1 (VIH-1) 

3.1. CÉLULAS PRESENTADORAS DE ANTÍGENO EN LA INFECCIÓN POR EL 

VIH-1: ASPECTOS GENERALES 

Las células presentadoras de antígeno (CPA) desempeñan una función crucial en la 

generación de respuestas inmunitarias eficientes frente a infecciones víricas411-414. Dentro de 

las CPA, los monocitos, los macrófagos y las células dendríticas, representan los principales 

compartimientos celulares implicados en la función presentadora en la infección por el VIH-1 in 

vivo, desempeñando un papel clave en diversos aspectos relacionados con la patogenia de la 

enfermedad415-419. La infección por el VIH-1 puede desencadenar una alteración funcional de 

las CPA, lo que podría contribuir al defecto de la capacidad de respuesta de los linfocitos T 

CD4+ al virus, que se observa en las etapas más tempranas de la infección, cuando el número 

absoluto de células T CD4+ aún no se encuentra significativamente reducido420.  

Los primeros trabajos acerca del papel que desempeñan las CPA en la patogenia de la 

infección por el VIH-1 se han centrado en el estudio de los monocitos y los macrófagos. En 

ellos ya se reconocía la importancia de estas células, al actuar como dianas del virus en el 

organismo y constituir un importante reservorio viral, especialmente en el caso de los 

macrófagos421-423. Aunque el número absoluto de macrófagos infectados es relativamente bajo 

en comparación con el de linfocitos T CD4+, y en términos generales, no se encuentra 

sustancialmente reducido en la infección por el VIH-1, la peculiar dinámica de replicación viral 

en estas células, su larga supervivencia tras la infección y su capacidad de transmitir el virus a 

las células T CD4+ adyacentes, hacen que los macrófagos tengan una importante contribución 

a la patogenia de la infección por el VIH-1+424. Además, a lo largo de los últimos años se ha 

demostrado la existencia de alteraciones significativas en su función, incluyendo anomalías en 

su capacidad fagocítica y de destrucción de patógenos intracelulares425,426. Finalmente, la 

capacidad de presentación antigénica de los macrófagos se encuentra gravemente dañada en 

individuos VIH-1+427, lo que podría estar relacionado con su expresión alterada de moléculas 
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HLA de clase II, proteínas de adhesión y moléculas co-estimuladoras428-431, así como con la 

existencia de anomalías en su capacidad de producción de citocinas y quimiocinas431-433.  

Más recientemente, se ha intensificado el estudio del papel que desempeña otro tipo de 

CPA, las células dendríticas, en la patogenia de la infección por el VIH-1. Como se ha 

comentado con anterioridad, su amplia localización en superficies mucosas, asociada a la 

expresión de los principales receptores y correceptores del VIH-1, hace que las células 

dendríticas sean consideradas por algunos autores como la primera célula diana del virus en 

las fases más tempranas de la infección44,45. Todo esto, unido al papel crucial que desempeñan 

estas células en el inicio y regulación de la respuesta inmune, apoya la hipótesis de que esta 

población celular tenga una gran relevancia en la patogenia de la infección por el VIH-1, tanto 

en el establecimiento inicial y propagación de la infección, como en el desarrollo de la 

respuesta inmune frente a la misma412,434,435.  

En los siguientes apartados de esta introducción se analizan en detalle los 

conocimientos actuales de mayor relevancia en relación con el papel de las células dendríticas 

en la infección por el VIH-1, y que incluyen su depleción, infección y alteraciones funcionales. 

 

3.1.1. Depleción de células dendríticas de sangre periférica en la 

infección por el VIH-1 

A pesar de las discrepancias recogidas en la literatura436-438, numerosos estudios han 

demostrado la existencia de una profunda depleción de las dos subpoblaciones principales de 

células dendríticas de SP –células dendríticas mieloides y plasmocitoides– en pacientes 

infectados por el VIH-1169,439-441, o al menos de una de ellas –células dendríticas mieloides442 o 

plasmocitoides168,170–. La disminución del número absoluto de células dendríticas circulantes se 

ha observado tanto en la fase aguda440 como en la fase crónica de la infección168,170,442. 

Además de las células dendríticas del compartimiento de SP, en la infección por el VIH-1 

también se encuentran significativamente reducidas otras subpoblaciones de células 

dendríticas, como es el caso de las células de Langerhans de la piel443,444.  
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Teniendo en cuenta el papel fundamental que desempeñan las células dendríticas en la 

defensa frente a infecciones víricas –constituyen las células más potentes del sistema 

inmunitario en la estimulación de los linfocitos T vírgenes–, su depleción en pacientes VIH-1+ 

podría contribuir tanto a la alteración funcional de los linfocitos T CD4+ específicos del virus, 

como al déficit en la producción de IFN de tipo I que se observa en estos individuos440. De 

hecho, diferentes estudios han demostrado la existencia de una relación directa entre la 

disminución del número absoluto de células dendríticas mieloides y plasmocitoides circulantes 

y el de los linfocitos T CD4+169,171,441, o el aumento de la carga viral en el plasma de pacientes 

VIH-1+ en diferentes estadios de la infección168,169. De manera similar, otros trabajos han 

demostrado que el número absoluto de células dendríticas plasmocitoides se correlaciona 

positivamente con los niveles de IFN de tipo I producido en respuesta a la infección y de forma 

negativa con el riesgo de aparición de infecciones oportunistas, sugiriendo por tanto, que las 

células dendríticas plasmocitoides podrían desempeñar un papel relevante en el control de la 

replicación viral en individuos infectados por el VIH-1168. Merece destacar que los autores de 

este último estudio han observado un aumento significativo del número absoluto de células 

dendríticas plasmocitoides en pacientes VIH-1+ NPLP respecto al de individuos sanos, lo que 

vendría a corroborar la importancia de esta subpoblación celular en el control de la infección168. 

A pesar de apoyar la existencia de una profunda depleción de células dendríticas 

plasmocitoides en pacientes VIH-1+, otros trabajos sugieren que las células dendríticas 

mieloides podrían tener un papel más relevante en el control de la infección, al no poder 

demostrar la existencia de una correlación significativa entre los niveles de células dendríticas 

plasmocitoides y la carga viral plasmática o el número de absoluto de linfocitos T CD4+170. 

En la actualidad siguen sin conocerse con precisión las causas que provocan la 

depleción de células dendríticas circulantes en pacientes VIH-1+. Algunos autores sugieren que 

ésta podría tener su origen, tanto a nivel periférico como central440. En la periferia, la pérdida de 

células dendríticas de la circulación podría deberse a un aumento de su capacidad de 

migración hacia los ganglios linfáticos; de acuerdo con esta posibilidad, en diferentes estudios 

se demuestra la existencia de un incremento de los niveles de células dendríticas en general 

en ganglios linfáticos445, o de poblaciones específicas de células dendríticas en particular, (p. 
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ej.: células dendríticas plasmocitoides163, y células CD1a+ –que pueden proceder tanto de 

células de Langerhans como de precursores de células dendríticas de SP389– en amígdalas446). 

Sin embargo, el incremento de la migración de células dendríticas de SP hacia los ganglios 

linfáticos no puede ser la única causa de su depleción de la circulación, ya que los pacientes en 

estadio de SIDA presentan además una reducción significativa del nivel de células dendríticas 

en los ganglios linfáticos445. Una posible explicación alternativa, aunque no excluyente, es que 

la depleción de células dendríticas de SP podría deberse a su destrucción en la periferia -ya 

sea como consecuencia directa de su infección y posterior destrucción por el propio VIH-1447 o 

por los CTL448- o bien a una disminución de su supervivencia, a su vez relacionada con las 

alteraciones funcionales de los linfocitos T CD4+ colaboradores que se observan en los 

individuos infectados por el VIH-122. Por otra parte, la depleción de células dendríticas de SP 

en pacientes VIH-1+ podría además tener su origen a nivel central, como consecuencia de una 

producción disminuida de precursores de células dendríticas en la médula ósea, como se ha 

demostrado en el caso de los precursores de células T en macacos infectados por el SIV449,450. 

En cualquier caso, la depleción de células dendríticas de SP en pacientes VIH-1+ 

constituye un aspecto especialmente importante a tener en cuenta en la patogenia de la 

infección, sobre todo al asociarse a alteraciones funcionales, que, como veremos más 

adelante, pueden producir una grave alteración de su capacidad para estimular tanto linfocitos 

T vírgenes como linfocitos T específicos del VIH-1. 

 

3.1.2. Infección de células dendríticas de sangre periférica por el VIH-1 

El estudio de la capacidad del VIH-1 para infectar células dendríticas in vivo ha sido 

objeto de una intensa actividad investigadora en los últimos años. La profunda depleción de 

células dendríticas de SP que se observa en pacientes VIH-1+ podría ser una consecuencia de 

su posible infección y posterior destrucción por el VIH-1 o los CTL, como se ha comentado en 

el apartado anterior de esta sección. De acuerdo con esta hipótesis que sugiere que las células 

dendríticas podrían constituir una diana del VIH-1, estas células expresan en su membrana el 

receptor CD4 y los principales correceptores del VIH-1, CXCR4 y CCR538-41,173,176, haciéndolas 

por tanto susceptibles a la infección por el virus39,42,43. Es más, debido a su amplia localización 
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en superficies mucosas, las células dendríticas son consideradas por algunos autores como la 

primera célula diana del VIH-1 en las fases más tempranas de la infección44,45.  

No obstante lo anterior, en la actualidad sigue existiendo una importante controversia 

en relación con la infección de células dendríticas por el VIH-1. Así, aunque algunos autores 

han demostrado la existencia de replicación viral en las células de Langerhans de la piel451,452, 

la detección de replicación viral en las células dendríticas ha sido difícil de monitorizar en el 

curso natural de la infección por el VIH-1. Por otra parte, si bien se ha descrito la presencia de 

partículas virales atrapadas en la superficie de las células dendríticas foliculares de los ganglios 

linfáticos453,454, la posible infección de las células dendríticas interdigitantes por el VIH-1 ha sido 

difícil de monitorizar in situ. Por todo ello, la mayoría de los estudios referidos en la literatura se 

han centrado en el estudio de la replicación viral en células dendríticas in vitro. Pese a la 

existencia de algunos trabajos que defienden que el VIH-1 no infecta a las células 

dendríticas436-438, la mayoría de los autores que han centrado sus investigaciones en este tema 

han demostrado, tanto in vitro39,42,46,173,176,455 como ex vivo47,175, que el VIH-1 es capaz de 

infectar a las células dendríticas. Así, la mayoría de estos estudios han demostrado que las 

células dendríticas de SP –tanto las células dendríticas aisladas de SP como las obtenidas a 

partir de monocitos y diferenciadas in vitro a células dendríticas– son susceptibles de ser 

infectadas por los dos tipos principales de cepas del VIH-1: cepas macrofagotrópicas (R5 o “no 

productoras de sincitio”) y cepas linfotrópicas (X4 o “productoras de sincitio”), mediante la 

entrada del virus a través de los correceptores CCR5 y CXCR4, respectivamente46,173,176,455. 

Por el contrario, otros autores defienden la infección selectiva de células dendríticas inmaduras 

de SP por cepas macrofagotrópicas del VIH-1, no siendo éstas susceptibles a la infección por 

cepas linfotrópicas42. A pesar de las discrepancias referidas39, la gran mayoría de estos 

estudios coincide en que, además de ser susceptibles a la infección por el VIH-1, en las células 

dendríticas infectadas existiría replicación activa del virus42,46,173,176,455, al demostrarse la 

existencia de ADN proviral en las células infectadas y de la proteína viral p24 en el 

sobrenadante del cultivo de dichas células, así como a través de la evaluación de la actividad 

antirretroviral. 
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Trabajos más recientes corroboran los hallazgos de los estudios realizados in vitro, 

confirmando ex vivo que las células dendríticas de SP son susceptibles a la infección por el 

VIH-147,175, reflejo de lo que ocurriría in vivo en estos pacientes. Así, Donaghy y cols.47 han 

demostrado que células dendríticas –mieloides y plasmocitoides– purificadas a partir de 

muestras de SP de individuos VIH-1+ están infectadas por el virus, al detectarse mediante 

técnicas de biología molecular –reacción en cadena de la polimerasa (PCR)– ADN proviral en 

su interior. En este sentido, estos autores han detectado incluso la presencia de ADN proviral 

integrado en el genoma de las células dendríticas mieloides en 4 de 14 casos analizados47. 

Más recientemente, Smed-Sörensen y cols.175 han demostrado también que las células 

dendríticas mieloides y plasmocitoides aisladas ex vivo a partir de muestras de SP de 

individuos VIH-1+, son susceptibles de ser infectadas por cepas macrofagotrópicas o 

linfotrópicas del virus, al detectar, mediante citometría de flujo, la presencia de la proteína p24 

del VIH-1 a nivel intracelular. Cabe destacar que estos autores han encontrado notables 

diferencias entre las dos subpoblaciones de células dendríticas, en cuanto a su susceptibilidad 

a la infección, siendo esta última superior en el caso de las células dendríticas mieloides175. 

Además, la infección de las células dendríticas mieloides es más eficiente a partir de cepas que 

utilizan CCR5 como correceptor –cepas macrofagotrópicas– que a partir de las cepas 

linfotrópicas que emplean CXCR4 como vía de entrada en la célula, no existiendo tales 

diferencias entre los dos tipos de cepas en el caso de las células dendríticas plasmocitoides. 

Estos autores sugieren además, que las diferencias observadas en la susceptibilidad a la 

infección entre ambas subpoblaciones, podrían implicar una capacidad de transmisión del VIH-

1 a los linfocitos T CD4+ a partir de las células dendríticas, distinta para cada una de ellas175. 

 

3.1.3. Alteraciones funcionales de las células dendríticas de sangre 

periférica en la infección por el VIH-1 

Al igual que existen discrepancias entre diferentes autores en cuanto a la existencia de 

alteraciones en el número de células dendríticas circulantes en pacientes infectados por el VIH-

1, y su posible infección por el virus, el estudio de la capacidad funcional de las células 
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dendríticas de SP en individuos VIH-1+ también ha generado resultados contradictorios. Así, 

Donaghy y cols.47 han demostrado que la capacidad de las células dendríticas mieloides y 

plasmocitoides de SP de pacientes VIH-1+ para estimular linfocitos T alogénicos en cultivo, se 

encuentra seriamente alterada. Más recientemente, se ha observado una importante reducción 

de la capacidad de las células dendríticas infectadas por el VIH-1 para generar respuestas 

antígeno-específicas a partir de CTL456. Por el contrario, otros autores defienden que la 

capacidad de las células dendríticas de pacientes VIH-1+ tanto para estimular linfocitos T 

alogénicos455, como para inducir respuestas antígeno-específicas a partir de CTL438, no se 

encontraría alterada. 

Otras alteraciones funcionales descritas en células dendríticas de pacientes VIH-1+ 

incluyen: i) una expresión alterada de moléculas co-estimuladoras como CD40, CD80, CD86 y 

CD83, tras su estimulación con LPS o CD40L456, junto a ii) alteraciones importantes en la 

producción de citocinas inflamatorias, lo que contribuiría a explicar las anomalías de la 

inmunidad celular observadas en estos pacientes266-268. Pese a ello, estos hallazgos no han 

podido ser confirmados por otros autores175,455,457. A modo de ejemplo, los estudios disponibles 

hasta la fecha en cuanto a la capacidad de las células dendríticas infectadas por el VIH-1 para 

producir citocinas inflamatorias, han proporcionado resultados discrepantes e incluso 

contradictorios. Mientras que algunos autores afirman que las células dendríticas diferenciadas 

a partir de monocitos (MDDC), infectadas in vitro por el VIH-1 y estimuladas con LPS o con 

CD40L, producen cantidades significativamente incrementadas de IL-12p70, IL-1β y TNF-

α150,458, otros no han detectado anomalías significativas en la producción de citocinas 

inflamatorias por células dendríticas infectadas por el VIH-1 o tras su exposición a la proteína 

viral Nef175,455,457. Incluso, en algunos estudios se ha demostrado que en las MDDC expuestas 

a la gp-120 del VIH-1 tienen una capacidad de producción de citocinas notablemente 

reducida459,460, mientras que en las MDDC infectadas in vitro por el VIH-1 se observa una 

inhibición selectiva de la producción de IL-12 asociada a un patrón normal de secreción de 

otras citocinas inflamatorias, como IL-6 e IL-1β456.  

Aunque el estudio de la capacidad de las células dendríticas para estimular la 

proliferación de los linfocitos T o para producir citocinas inflamatorias en respuesta a un 
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estímulo es un buen indicador de su funcionalidad, en el caso de las células dendríticas 

plasmocitoides es importante evaluar además su capacidad para producir IFN-α en respuesta a 

la infección por el VIH-1400, al tratarse de la población celular más potente a la hora de producir 

esta citocina en respuesta a infecciones víricas y bacterianas161-163. Como se ha descrito 

previamente, el número absoluto de células dendríticas plasmocitoides circulantes se 

encuentra significativamente reducido en pacientes VIH-1+168-172, lo que conduce a una notable 

reducción de la producción de IFN-α a partir de dichas células, asociada a su vez con niveles 

de ARN viral más elevados y signos de un mayor grado de progresión de la enfermedad en 

estos pacientes168,171,172. Pese a todo ello, algunos autores afirman que la capacidad de las 

células dendríticas plasmocitoides para producir IFN-α en respuesta a la infección por el VIH-1 

no se encuentra alterada, independientemente de que dichas células se encuentren infectadas 

o no175.  

 

3.2. PAPEL DE LAS CÉLULAS DENDRÍTICAS EN LA PATOGENIA DE LA 

INFECCIÓN POR EL VIH-1 

A lo largo de los apartados anteriores de esta sección de la introducción hemos 

revisado diversos aspectos relacionados con la depleción, infección y alteración de la 

capacidad funcional de las células dendríticas de SP en la infección por el VIH-1. No obstante, 

en la actualidad se considera que el papel más relevante de las células dendríticas en la 

patogenia de la infección por el VIH-1 se debe a su capacidad para migrar a los ganglios 

linfáticos, donde transmiten el virus que han capturado en las superficies mucosas a los 

linfocitos T CD4+, como se ha demostrado ampliamente a lo largo de estos últimos 

años39,42,176,461,462. Una de las principales moléculas implicadas en este proceso es un receptor 

de lectina tipo C llamado DC-SIGN (CD209), que se expresa exclusivamente en células 

dendríticas y desempeña una doble función: 1) por un lado, actúa como receptor de moléculas 

de adhesión, facilitando la migración de las células dendríticas a través del endotelio mediante 

su unión al ligando vascular ICAM-2463, y favoreciendo la comunicación entre las células 

dendríticas y los linfocitos T CD4+ mediante su unión a ICAM-3464, y; 2) por otra parte, actúa 
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como receptor para moléculas extrañas, uniéndose a la gp-120 del VIH-1 y transportando el 

virus en la membrana de las células dendríticas, desde las superficies mucosas de entrada del 

mismo hacia los ganglios linfáticos23-25. Además de estas proteínas, en la actualidad se conoce 

que existen otras moléculas de adhesión implicadas en la transmisión del VIH-1 a los linfocitos 

T. Así, se ha observado una correlación directa entre los niveles de expresión de ICAM-1 

(CD54) en células dendríticas y su capacidad de transmisión de la infección461. Aunque se ha 

demostrado que las células dendríticas tienen la capacidad de transmitir el virus a los linfocitos 

T sin resultar infectadas23,465, estudios más recientes han sugerido que la transmisión de la 

infección in vivo podría producirse preferentemente a partir de células dendríticas infectadas462. 

A nivel tisular, DC-SIGN se expresa en diferentes tipos de células dendríticas, incluidas 

las MDDC, las células dendríticas de tejidos periféricos –entre los que se encuentran las 

superficies mucosas de entrada del VIH-1 en el organismo– y las células dendríticas de los 

ganglios linfáticos464. Aunque las células de Langerhans de la piel no expresan DC-SIGN464, 

estas células expresan langerina, otro receptor de lectina tipo C que, al igual que DC-SIGN, 

presenta capacidad de unión al VIH-1, lo que sugiere que este tipo de receptores podrían estar 

implicados también en la patogenia de la infección por el VIH-1466. En SP, la única población de 

células dendríticas que expresa DC-SIGN en su membrana y tiene capacidad para infectar a 

los linfocitos T CD4+ es la que expresa los marcadores CD14, CD16 y CD33 –por tanto de 

origen mieloide–, sugiriendo que dicha subpoblación podría estar involucrada en la transmisión 

de la infección a través del torrente circulatorio152. Más recientemente, los estudios de Groot y 

cols.467 han supuesto un giro importante en el concepto del papel que desempeñan las células 

dendríticas en la transmisión de la infección por el VIH-1 a los linfocitos T. Estos autores han 

demostrado que las dos subpoblaciones principales de células dendríticas –mieloide y 

plasmocitoide– podrían desempeñar papeles opuestos en la patogenia de la infección. Así, las 

células dendríticas mieloides, cuya capacidad de transmisión de la infección depende de su 

estadio madurativo,  favorecerían la propagación de la infección mediante la captura del VIH-1 

y su transmisión a las células T CD4+, lo que no se ha podido relacionar con el tipo de factores 

solubles secretados por estas células, con la capacidad de captación de las partículas virales, o 

con el nivel de expresión de moléculas de adhesión como ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3 o LFA-1467. 
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Por el contrario, las células dendríticas plasmocitoides inhibirían la replicación del VIH-1 en los 

linfocitos T mediante la secreción del factor antiviral IFN-α y de una molécula adicional de 

pequeño tamaño y sensible al calor aún no identificada467. Las diferencias observadas entre los 

estudios de Groot y cols. y aquellos que defienden la implicación de las células dendríticas 

plasmocitoides en la transmisión del VIH-1 a los linfocitos T468, podrían deberse a que en el 

primer caso las células dendríticas se han mantenido en cultivo junto con los linfocitos T; por lo 

tanto, aquellos factores antivirales secretados por las células dendríticas plasmocitoides como 

el IFN-α se han mantenido presentes a lo largo de todos los experimentos, mientras que esto 

no ocurre en otros estudios176,468. En cualquier caso, estos resultados sugieren que las células 

dendríticas mieloides y plasmocitoides podrían estar implicadas de diferente manera en la 

patogenia de la infección por el VIH-1, aspecto a tener en cuenta a la hora de emplearlas como 

herramienta terapéutica en el desarrollo de vacunas frente al SIDA. 

 

3.3. EFECTO DEL TRATAMIENTO ANTIRRETROVIRAL (TAR) SOBRE LAS 

CÉLULAS DENDRÍTICAS DE SANGRE PERIFÉRICA DE PACIENTES VIH-

1+ 

La administración de TAR a pacientes infectados por el VIH-1 ha constituido un éxito a 

la hora de inhibir la replicación vírica y reducir la carga viral de estos individuos, permitiendo así 

la reconstitución parcial de los niveles de linfocitos T CD4+ y la disminución de los índices de 

mortalidad y morbilidad asociados a la enfermedad5-8. Sin embargo, las estrategias terapéuticas 

empleadas hasta la fecha no han sido capaces de erradicar el virus del organismo, ni de 

restaurar completamente la capacidad funcional del sistema inmune de los individuos 

infectados por el VIH-19-11. 

Diferentes investigadores han centrado sus estudios en el conocimiento de los efectos 

del TAR sobre la recuperación del número de células dendríticas circulantes en pacientes 

infectados por el VIH-1, aunque los resultados obtenidos son contradictorios. Tras la 

administración de TAR, Pacanowski y cols.440 han observado una recuperación parcial del 

número absoluto de células dendríticas mieloides y plasmocitoides de SP, junto a una 



María Almeida Parra  Introducción 

 52

recuperación del número de células T CD4+ y una reducción de la carga viral en pacientes VIH-

1+ en la fase aguda de la infección; sin embargo, tras 12 meses de TAR, los niveles de células 

dendríticas circulantes se mantenían significativamente reducidos respecto a los de individuos 

sanos. De manera similar, otros autores han descrito un ligero incremento en el número 

absoluto de ambas subpoblaciones celulares, más pronunciado en el caso de las células 

dendríticas plasmocitoides, aunque no se conseguía una recuperación total tras el 

tratamiento441,469. Por el contrario, Zhang y cols.470 han observado una recuperación selectiva 

del número de células dendríticas mieloides hasta alcanzar niveles normales en niños VIH-1+, 

mientras que el número de células dendríticas plasmocitoides permanecía significativamente 

reducido tras 12 meses de TAR; en este estudio se demuestra además, la existencia de una 

correlación directa entre el número de células dendríticas mieloides y la frecuencia de CTL 

específicos frente al VIH-1470. En otros casos no se han encontrado diferencias entre el número 

absoluto de células dendríticas mieloides de SP de pacientes VIH-1+ y el de individuos sanos, 

ni antes ni después de la administración de TAR, siendo la recuperación de células dendríticas 

plasmocitoides incompleta170. De acuerdo con estos hallazgos, recientemente se ha sugerido 

que la recuperación del número de células dendríticas plasmocitoides de SP tras TAR, podría 

utilizarse como marcador de predicción de la aparición de “rebotes” de replicación viral, en 

aquellos pacientes en los que se lleva a cabo la interrupción del tratamiento177. 

En cuanto al grado de recuperación de la capacidad funcional de las células dendríticas 

de SP en pacientes VIH-1+ sometidos a TAR, se ha observado una recuperación de la 

producción de IFN-α por las células dendríticas plasmocitoides –relacionada con los niveles de 

carga viral y la protección frente a infecciones oportunistas recurrentes– que precedería al 

restablecimiento de los niveles de linfocitos T CD4+. Por todo ello, se ha sugerido que dicha 

recuperación podría constituir un marcador de reconstitución inmunológica precoz y más 

informativo que el recuento de células T CD4+, en la monitorización de pacientes VIH-1+ 

sometidos a TAR171,471. En este sentido, Kamga y cols. han descrito una recuperación total de 

la función de las células dendríticas plasmocitoides en términos de producción de IFN-α tras 1 

año de TAR472. Por el contrario, otros estudios han demostrado que, a pesar de que el TAR 

induce una recuperación de la capacidad funcional de las células dendríticas mieloides en 
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cuanto a su capacidad para producir IL-12 tras estimulación, las células dendríticas 

plasmocitoides continúan siendo deficitarias en la producción de IFN-α tras 12 meses de 

tratamiento470. 

En conjunto, estos hallazgos muestran que, a pesar del papel relevante que 

desempeñan las células dendríticas en la patogenia de la infección por el VIH-1, y de la 

existencia de importantes anomalías en su número y función, son todavía escasos, y con 

frecuencia contradictorios, los estudios en los que se han evaluado los efectos del TAR sobre 

las células dendríticas de pacientes infectados por el VIH-1, siendo especialmente importante 

demostrar si las alteraciones causadas por el virus son irreversibles o bien pueden llegar a 

restaurarse tras la administración del tratamiento. 
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El descenso inexorable del número de linfocitos T CD4+, junto a la existencia de 

alteraciones en su capacidad funcional y a la activación global inespecífica del sistema inmune, 

constituyen las principales características de la infección por el VIH-1, que contribuyen a la 

elevada incidencia de infecciones oportunistas en individuos infectados por este virus, no 

sometidos a tratamiento antirretroviral. Además de los linfocitos T CD4+, en la patogenia de la 

infección por el VIH-1 se han implicado otras poblaciones del sistema inmunitario, como es el 

caso de las CPA, entre las que se encuentran los monocitos, los macrófagos y las células 

dendríticas. Las células dendríticas constituyen una población heterogénea de leucocitos que 

desempeña un papel central en el control de la respuesta inmunitaria, ya que son las células 

más potentes en la estimulación de linfocitos T vírgenes. Debido precisamente a la importancia 

de las células dendríticas en la regulación de la inmunidad celular, en los últimos años ha 

cobrado gran interés el estudio del papel que desempeñan estas células en la patogenia de la 

infección por el VIH-1, habiéndose descrito alteraciones significativas en su distribución 

numérica, fenotipo y función47,150,168,170,440,442,456,458,460. A pesar de ello, en la actualidad sigue sin 

estar claro el efecto que provoca la infección por el VIH-1 sobre las células dendríticas de SP, 

existiendo numerosas discrepancias en los resultados obtenidos en los últimos años en este 

campo, requiriéndose de estudios adicionales que ayuden a comprender mejor el efecto del 

virus sobre estas células, y su implicación en la patogenia de la infección por el VIH-1. Un 

análisis más detallado de estas discrepancias muestra que éstas probablemente se deben, al 

menos en parte, a la dificultad que entraña el estudio de las células dendríticas, ya que se trata 

de un grupo de células muy poco representado en los diferentes órganos y tejidos en los que 

se encuentra (p. ej: órganos linfoides secundarios, incluido el tejido linfoide de la mucosa 

intestinal). Por otra parte, en la actualidad es de sobra conocida la heterogeneidad que 

caracteriza a las células dendríticas, habiéndose demostrado la existencia de diferentes 

subpoblaciones de células dendríticas in vivo, que pueden tener distinto comportamiento. 

Además, las diferencias en los resultados obtenidos a partir de estos estudios podrían 

depender también del estado de madurez y/o del grado de pureza de las subpoblaciones de 

células dendríticas analizadas, o del nivel de infección celular alcanzado tras la exposición de 
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las células dendríticas al VIH-1. Debido a las dificultades referidas, en la mayoría de los 

trabajos centrados en el estudio de las células dendríticas en la infección por el VIH-1 se han 

empleado MDDC, obtenidas tras cultivar in vitro monocitos de SP en presencia de GM-CSF e 

IL-4. Las MDDC son similares a las células dendríticas mieloides de SP en cuanto a la 

expresión de marcadores de membrana y a su respuesta frente a diversos estímulos. Sin 

embargo, hay que tener en cuenta que ambas poblaciones celulares no se comportan de 

idéntica manera desde el punto de vista fenotípico y funcional, diferenciándose entre ellas por 

sus propiedades migratorias, y su capacidad para producir citocinas inflamatorias –como la IL-

12–, así como por su función estimuladora de la producción de citocinas por los linfocitos T, 

entre otras características. Por otra parte, en la actualidad no se dispone de un modelo in vitro 

idóneo para el estudio de las células dendríticas plasmocitoides. Por todo ello, se hace 

imprescindible completar la información disponible sobre las células dendríticas en la infección 

por el VIH-1 con estudios ex vivo, que puedan constituir un mejor reflejo de lo que ocurriría in 

vivo, en pacientes infectados por el VIH-1. 

Asimismo, las diferencias en las cohortes de pacientes VIH-1+ analizadas también 

pueden condicionar los resultados obtenidos a partir de los estudios realizados ex vivo, ya que 

se trata de grupos de individuos complejos y heterogéneos; mientras algunos mantienen un 

sistema inmunitario casi normal, otros desarrollan una inmunodeficiencia grave. A esta 

heterogeneidad contribuyen también las frecuentes infecciones crónicas por otros virus que 

padecen los individuos VIH-1+, como la coinfección por los virus de la hepatitis C (VHC), muy 

común en los pacientes infectados por el VIH-1 por vía parenteral. De hecho, a pesar de ciertas 

discrepancias, diferentes trabajos que han demostrado la existencia de alteraciones graves en 

la maduración y la capacidad funcional de las células dendríticas en pacientes VHC+, sugieren 

que las alteraciones funcionales de las CPA podrían desempeñar un importante papel en la 

persistencia de la infección por el VHC. Pese a estas observaciones, en la actualidad sigue sin 

estar del todo claro cual es el efecto de la co-infección por el VHC en individuos infectados por 

el VIH-1, aspecto que requiere ser estudiado en mayor profundidad. 

Otra variable adicional que contribuye a explicar la heterogeneidad de los resultados 

obtenidos viene dada por los tratamientos antirretrovirales, que al tener efecto sobre la 
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replicación del VIH-1, van a afectar a la capacidad funcional y el grado de activación de las 

diferentes poblaciones de células del sistema inmunitario. Sin embargo, a pesar de la 

implicación evidente de las células dendríticas en la patogenia de la infección por el VIH-1, así 

como de la existencia de importantes anomalías en su número y función –las cuales podrían 

ser responsables, al menos en parte, de la función alterada de los linfocitos T característica de 

estos pacientes–, la información disponible en la actualidad acerca del efecto del TAR sobre las 

células dendríticas de pacientes VIH-1+ es escasa e incluso contradictoria; por todo ello, se 

hace necesario también profundizar en el conocimiento de los efectos del TAR sobre las 

células dendríticas de individuos VIH-1+, con el objeto de comprobar si las anomalías causadas 

por el VIH-1 son irreversibles, o bien pueden llegar a restaurarse tras la administración de TAR. 

La activación crónica del sistema inmunitario constituye otra de las características 

principales de la infección por el VIH-1, siendo uno de los factores críticos que conducen al 

estado de inmunodeficiencia típica de la enfermedad. El análisis de la expresión del marcador 

de activación CD38 en linfocitos T CD8+ de SP ha sido ampliamente utilizado para evaluar la 

capacidad del TAR para reducir la activación excesiva del sistema inmunitario en pacientes 

infectados por el VIH-1. Más recientemente, el estudio de la expresión de dicho antígeno se ha 

extendido a otras subpoblaciones linfoides, como es el caso de los linfocitos T CD4+. Así, la 

expresión incrementada de CD38 en células T CD4+ también se ha asociado a un peor 

pronóstico en pacientes infectados por el VIH-1. Sin embargo, los estudios acerca de los 

cambios producidos en la expresión de CD38 en células T CD4+ de pacientes sometidos a 

TAR han generado resultados contradictorios, por lo que requieren ser estudiados en mayor 

profundidad. A su vez, a diferencia de lo que ocurre con las poblaciones linfoides, el análisis del 

estado de activación de los monocitos de SP de pacientes infectados por el VIH-1 ha recibido 

menor atención. De esta manera, aunque se ha demostrado que la expresión incrementada de 

HLA-DR en monocitos de SP se relaciona con el grado de depleción de linfocitos T CD4+ en 

pacientes VIH-1+, no se conoce prácticamente nada acerca de la expresión de CD38 en 

monocitos de SP de estos individuos, ni del efecto que provoca el TAR sobre la misma. Por lo 

tanto, se hace necesario profundizar en el estudio de la expresión del marcador de activación 

CD38 no solo en poblaciones linfoides, sino en otras poblaciones celulares que se ven también 
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implicadas en la activación crónica del sistema inmunitario en la infección por el VIH-1 –p.ej. los 

monocitos de SP–, con el objeto de evaluar si el TAR es capaz de revertir el estado de 

activación excesiva del sistema inmunitario, y determinar si las posibles modificaciones 

inducidas sobre la expresión de CD38 se relacionan con la respuesta al tratamiento. 

 

Ante estos antecedentes, cabe plantearse la hipótesis de que en los pacientes 

infectados por el VIH-1 se produce una activación generalizada del sistema inmune que 

conlleva, entre otras consecuencias: 

- Un aumento de la expresión de marcadores de activación y de la producción de 

citocinas por parte de subpoblaciones de linfocitos T, monocitos y células 

dendríticas de SP; 

- Tal activación resulta en una alteración de la capacidad funcional de las diferentes 

subpoblaciones celulares activadas, que se manifiesta mediante una respuesta 

deficitaria al ser estimuladas para producir las citocinas que les son propias, y; 

- El inicio del TAR, al modificar la cinética vírica y controlar la activación inmune, 

revierte, al menos en parte, esas alteraciones. 

 

De acuerdo con esta hipótesis y los antecedentes antes referidos, en el presente 

trabajo de tesis doctoral nos hemos propuesto como objetivo general, profundizar en el 

conocimiento del papel que desempeñan diferentes poblaciones celulares del sistema 

inmunitario en la patogenia de la infección por el VIH-1, a través del análisis ex vivo y detallado 

de la distribución numérica y las características fenotípicas y funcionales de diferentes 

subpoblaciones de células linfoides y de CPA de pacientes infectados por el VIH-1+, así como 

el efecto que el TAR induce sobre dichos parámetros, tanto a corto como a largo plazo. Para 

ello, hemos planteado los siguientes objetivos específicos: 

 

1. Analizar la distribución numérica, el patrón de expresión de receptores de 

quimiocinas y la capacidad para producir citocinas inflamatorias de forma espontánea y en 
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ausencia de estimulación, de monocitos y células dendríticas de SP de una cohorte de 

pacientes VIH-1+ asintomáticos, que no habían recibido TAR.  

 

2. Evaluar el efecto del TAR sobre la distribución numérica y las características 

fenotípicas y funcionales de los monocitos y diferentes subpoblaciones de células dendríticas 

de SP de pacientes VIH-1+ asintomáticos no tratados previamente con TAR, e identificar 

posibles factores implicados en la recuperación funcional de estas subpoblaciones celulares 

tras el tratamiento. 

 

3. Analizar, en términos cuantitativos, la expresión del marcador de activación CD38 en 

linfocitos T CD8+, linfocitos T CD4+ y monocitos de SP de pacientes VIH-1+ y determinar la 

posible relación existente entre los cambios inducidos por el TAR sobre la cantidad de 

moléculas CD38 expresadas en estas subpoblaciones celulares de SP y la respuesta al 

tratamiento.  



 
 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

III. Material, Métodos y Resultados 
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En la presente sección del trabajo se describen los individuos incluidos en el estudio, 

así como los materiales y métodos empleados para su análisis y los resultados obtenidos de 

acuerdo a cada objetivo planteado, mediante la inclusión de los artículos originales publicados 

como fruto del trabajo realizado. Cada uno de los artículos referidos está precedido por un 

breve resumen en castellano, con el fin de facilitar una revisión rápida de la información 

contenida en el mismo. Además, en el anexo 1 de esta memoria, se recogen de forma 

específica y más detallada los criterios de inclusión y exclusión empledos en el reclutamiento 

de los distintos grupos de individuos estudiados. 

Los artículos referidos son los siguientes: 

 

• En relación con el primer objetivo, centrado en el análisis de la distribución numérica y 

la caracterización fenotípica y funcional de monocitos y células dendríticas de SP de 

pacientes infectados por el VIH-1: 

 

Different Subsets of Peripheral Blood Dendritic Cells Show Distinct Phenotypic 

and Functional Abnormalities in HIV-1 Infection. 

M. Almeida, M. Cordero, J. Almeida, A. Orfao. 
AIDS. 2005; 19:261-271. 

 

• En relación con el segundo objetivo, encaminado a evaluar el efecto del TAR sobre la 

distribución numérica, el patrón de expresión de receptores de quimiocinas y la 

capacidad funcional de diferentes poblaciones de células del sistema inmunitario en 

individuos VIH-1+, e identificar posibles factores que influyan en la recuperación 

funcional de los monocitos y células dendríticas de SP, tras la administración del 

tratamiento: 
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Persistent Abnormalities in Peripheral Blood Dendritic Cells and Monocytes from 

HIV-1-Positive Patients After 1 Year of Antiretroviral Therapy. 

M. Almeida, M. Cordero, J. Almeida, A. Orfao. 
Journal of Acquired Immune Deficiency Syndromes. 2006; 41:405-415. 

 

Abnormal Cytokine Production by Circulating Monocytes and Dendritic Cells of 

Myeloid Origin in ART-Treated HIV-1+ Patients Relates to CD4+ T-Cell Recovery 

and HCV Co-Infection. 

M. Almeida, M. Cordero, J. Almeida, A. Orfao. 
Current HIV Research. 2007; 5:325-336. 

 

• En relación con el tercer objetivo, enfocado a investigar la posible asociación entre la 

respuesta al tratamiento y la expresión de CD38 en poblaciones linfocitarias y 

monocitos de SP de individuos VIH-1+:  

 

Relationship Between CD38 Expression on Peripheral Blood T-Cells and 

Monocytes, and Response to Antiretroviral Therapy: A One-Year Longitudinal 

Study of a Cohort of Chronically Infected ART-Naive HIV-1+ Patients. 

M. Almeida, M. Cordero, J. Almeida, A. Orfao. 
Cytometry (Clinical Cytometry). 2007; 72B:22-33. 
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Las diferentes subpoblaciones de células dendríticas de sangre periférica 

de pacientes infectados por el VIH-1 presentan distintas alteraciones fenotípicas 

y funcionales. 

 

INTRODUCCIÓN: Las células dendríticas constituyen una población heterogénea de 

leucocitos que desempeña un papel crucial en el control de la respuesta inmune, ya que 

constituye el subgrupo de células presentadoras de antígeno más potente a la hora de 

estimular linfocitos T vírgenes. Debido a su amplia localización en superficies mucosas, las 

células dendríticas podrían constituir la primera población celular que entra en contacto con el 

virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1), ya que además de expresar la molécula 

CD4, las células dendríticas expresan otros correceptores del virus, como CXCR4 y CCR5, lo 

que las hace en principio susceptibles a la infección. De hecho, numerosos estudios han 

demostrado que las células dendríticas pueden ser infectadas por el VIH-1 tanto in vitro como 

in vivo, lo que contribuiría a explicar las alteraciones que se han descrito recientemente en su 

número y función, en pacientes VIH-1+. En contraposición con dichos estudios, otros autores 

afirman que las células dendríticas no resultan infectadas tras contactar con el VIH-1, ni 

presentan alteraciones significativas en su número y/o capacidad funcional. En definitiva, en la 

actualidad existe controversia acerca del papel que pueden desempeñar las células dendríticas 

en la ontogenia y desarrollo de la infección por el VIH-1, y se requiere de estudios adicionales 

que permitan profundizar en el conocimiento del posible papel de las células dendríticas en la 

patogenia de la enfermedad. 

OBJETIVO: El objetivo principal del presente trabajo se centró en analizar la 

distribución numérica, el patrón de expresión de receptores de quimiocinas y la capacidad para 

producir citocinas inflamatorias de los monocitos y células dendríticas de sangre periférica (SP) 

de pacientes “progresores” infectados por el VIH-1 (VIH-1+P). 

MATERIAL Y MÉTODOS: Para ello, se han analizado un total de 30 pacientes VIH-1+P 

asintomáticos que no habían recibido previamente tratamiento antirretroviral (TAR). Además, 

se incluyeron en el estudio tres grupos control constituidos por: 1) 10 adultos sanos (AS); 2) 7 

pacientes VIH-1- infectados por el virus de la hepatitis C (VHC+/VIH-1-) y; 3) 5 pacientes VIH-1+ 
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en los que no se había observado progresión a largo plazo (NPLP). La identificación y recuento 

de las diferentes subpoblaciones de células dendríticas y monocitos se realizó a partir de 

muestras de SP lisada de hematíes mediante técnica de inmunofluorescencia directa evaluada 

por citometría de flujo, marcando las células con anticuerpos monoclonales (AcMo) en 

combinaciones cuádruples y utilizando microesferas fluorescentes a una concentración 

conocida, para lograr una mayor precisión en el recuento celular (método de plataforma única). 

Para el análisis del patrón de expresión de receptores de quimiocinas empleamos la misma 

metodología que para la identificación de las distintas subpoblaciones celulares estudiadas, 

utilizando tres anticuerpos para la identificación de las diferentes subpoblaciones de monocitos 

y células dendríticas, y un cuarto AcMo (en cada combinación) para determinar la expresión de 

los receptores de quimiocinas CXCR1, CXCR2, CXCR4 y CCR5. Finalmente, el análisis de la 

producción de citocinas inflamatorias se realizó sobre células individuales, tras su incubación 

durante 6 horas a 37ºC en presencia de brefeldina A y en ausencia de estimulantes exógenos, 

con el fin de analizar ex vivo, y mediante citometría de flujo, la producción espontánea de 

citocinas a nivel citoplasmático, en cada una de las subpoblaciones celulares referidas 

anteriormente. 

RESULTADOS: En términos generales, observamos una reducción significativa del 

número absoluto de células dendríticas mieloides CD33+++ (en adelante “CD mieloides”) y 

plasmocitoides de SP en pacientes VIH-1+P respecto a los tres grupos control [mediana 

(rango): 4 (2-6) CD mieloides/µl en sujetos VIH-1+P vs 8 (6-12), 15 (12-17), y 12 (6-20) CD 

mieloides/µl en AS, VHC+/VIH-1- y VIH-1+NPLP, respectivamente, y; 3 (2-6) CD 

plasmocitoides/µl en individuos VIH-1+P vs 8 (6-12), 9 (7-11), y 8 (4-10) CD plasmocitoides/µl 

en AS, VHC+/VIH-1- y VIH-1+NPLP, respectivamente (p<0.05)]. Sin embargo, el número 

absoluto de CD HLA-DR+/CD16+/CD14-/+débil (en adelante “CD CD16+”) y de monocitos 

encontrado en los individuos VIH-1+P era similar al observado en AS, y estaba 

significativamente incrementado en individuos VHC+/VIH-1- y en sujetos VIH-1+NPLP (p<0.05).  

En cuanto al patrón de expresión de receptores de quimiocinas, comprobamos que el 

porcentaje de monocitos CXCR1+ y CXCR2+ estaba ligeramente reducido, aunque no de 

manera significativa, entre los pacientes VIH-1+P; por el contrario, el porcentaje de CD 
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mieloides CXCR2+ se encontraba significativamente disminuido en los pacientes VIH-1+P 

respecto a los demás grupos de individuos (p<0.05). Con respecto a la expresión de los dos 

correceptores principales del VIH-1, observamos que la proporción de CD mieloides y de CD 

plasmocitoides que expresaba CXCR4 estaba reducida considerablemente en todos los grupos 

de pacientes respecto a AS (p<0.05), mientras que el porcentaje de CD plasmocitoides CCR5+ 

estaba significativamente disminuido en individuos VIH-1+P con respecto tanto a AS como a 

pacientes VHC+/VIH-1- (p<0.05).  

Desde el punto de vista funcional, los monocitos y CD CD16+ de SP de pacientes VIH-

1+P y VHC+/VIH-1- producían de manera espontánea cantidades significativas de IL-6 y TNF-α 

(p<0.05), siendo el porcentaje de células productoras ligeramente inferior en los individuos 

VHC+/VIH-1-. Asimismo, las CD plasmocitoides de pacientes VIH-1+P y VHC+/VIH-1- producían 

espontáneamente IL-12, asociándose ésta o no a la producción de IL-6, respectivamente; no 

obstante, las diferencias encontradas respecto a los demás grupos de individuos no eran 

estadísticamente significativas. Merece destacar que al clasificar a los individuos VIH-1+P en 

función del número absoluto de linfocitos T CD4+ presentes en SP (<200 vs >200 células 

CD4+/µl de SP), observamos que la producción espontánea de citocinas inflamatorias por las 

CD plasmocitoides se restringía al grupo menos inmunodeprimido (>200 células CD4+/µl de 

SP). Las CD de AS y pacientes VIH-1+NPLP no mostraron producción de citocinas 

inflamatorias ex vivo, en ausencia de estímulo (p<0.05). 

CONCLUSIONES: En conjunto, nuestros resultados muestran la existencia de 

alteraciones significativas tanto en la distribución como en la expresión de receptores de 

quimiocinas en las CD mieloides y plasmocitoides de SP de pacientes VIH-1+P; además, los 

monocitos y las CD de estos pacientes producen citocinas inflamatorias de manera 

espontánea, lo que sugiere la existencia de una activación del sistema inmune in vivo en 

pacientes VIH-1+P. Estas alteraciones encontradas en pacientes VIH-1+P son diferentes a las 

observadas en individuos VIH-1+NPLP y VHC+/VIH-1-, lo que puede contribuir a explicar la 

patogenia de la infección por el VIH-1. 



 

 



Different subsets of peripheral blood dendritic cells
show distinct phenotypic and functional

abnormalities in HIV-1 infection

Marı́a Almeidaa,b, Miguel Corderob,c, Julia Almeidaa,b and

Alberto Orfaoa,b

Objectives: To analyse the distribution, expression of chemokine receptors and ex vivo
production of inflammatory cytokines by peripheral blood (PB) monocytes and DC in
HIV-1þ individuals.

Design: Dendritic cells (DC) play an important role in the establishment and disse-
mination of HIV infection. DC interaction with HIV depends on expression of HIV
receptors and co-receptors. Accumulating evidence supports the notion that DC
functionality is impaired in HIV-1þ patients.

Methods: PB samples from 30 naive-treated HIV-1þ progressors were studied. Addi-
tionally, 10 adult healthy volunteers (AHV), seven Hepatitis C virus positive (HCVþ)/
HIV-1� patients and five long-term non-progressor HIV-1þ patients (HIV-1þLTNP)
were included as controls. Flow cytometry immunophenotyping was used for the
identification, enumeration and characterization of monocytes and DC.

Results: PB myeloid DC (mDC) and plasmacytoid DC (pDC) were significantly
decreased in HIV-1þ progressors, while unaltered in HIV-1þLTNP. The expression
of CXCR2 and CXCR4 and of CXCR4 and CCR5 were severely altered on PB mDC and
pDC from HIV-1þ progressors, respectively. By contrast, both the expression of the
chemokine receptors analysed and the numbers of CD16þ DC in HIV-1þ progressors
were not different from AHV, while altered in HCVþ/HIV-1� and HIV-1þLTNP.
Furthermore, PB monocytes and DC from HIV-1þ progressors spontaneously produced
inflammatory cytokines, in contrast with AHV.

Conclusions: These results support the existence of a selective interaction between
HIV-1 and both mDC and pDC, associated with HCV co-infection-independent
spontaneous production of inflammatory cytokines, reflecting the occurrence of in
vivo activation of the immune system, which might further contribute to the impaired
DC functionality. � 2005 Lippincott Williams & Wilkins

AIDS 2005, 19:261–271

Keywords: Dendritic cells, HIV-1 infection, phenotype, cytokine production,
chemokine receptors, long-term non-progressors (LTNP)

Introduction

Progressive decline in the number and function of CD4þ
T lymphocytes leads to recurrent opportunistic infections
in HIVþ patients. Other cell subsets have also been linked

to the pathogenesis of the disease [1–4], an increasing
number of reports focussing on the pathogenic relevance
of dendritic cells (DC) [5–8]. Two major subsets of DC
have been well characterized in peripheral blood (PB):
myeloid (mDC) and plasmacytoid DC (pDC). Our group
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and others [9–12], have characterized a third subset of
CD4þ DC in PB, identified by the M-DC8 monoclonal
antibody (MAb) [11], which displays a high expression of
FcgRIII (CD16) – a marker absent in the other DC
subsets – and reactivity for DC-SIGN (CD209) – C-type
lectin exclusively expressed by DC [13] – together with
an important stimulatory capacity for naive T cells in
mixed allogeneic cell cultures [14]. Interactions between
HIV and DC play an important role in the initial
establishment and spread of the infection, and on the
development of antiviral immunity [15,16]. Fully
differentiated DC able to capture antigens are present
in the skin and mucosa, and therefore could be among the
first cells contacting with HIV [17]. DC are able to
capture and disseminate the virus through a process
mediated by DC-SIGN [18,19] and express surface
molecules such as CD4, CXCR4 and CCR5, known
co-receptors required for HIV entry, further suggesting
that they could be infected. Several studies have shown a
marked depletion in mDC and pDC in HIVþ patients
[20–23], which could be due to their infection by HIV, in
addition to other immunological mechanisms [24,25].
Several studies have shown that monocyte-derived DC or
purified blood DC can be productively infected in vitro
both with macrophage-tropic (M-tropic) and T-cell line-
tropic (T-tropic) HIV-1 strains through CCR5- and
CXCR4-mediated entries, respectively [26–31]. Despite
discrepant results [27], many groups have shown that
the virus can replicate in DC [28–32]. Independently,
the most important pathogenic role for DC that have
captured HIV-1 is their ability to migrate to lymph nodes,
where they can interact with CD4þ T lymphocytes, and
productively infect them, as extensively demonstrated
[27–29,33,34]. Recent data show that the ability of blood
isolated DC to induce T-lymphocyte proliferative
responses is severely impaired in HIV-1þ patients [32].
In contrast, other studies even imply that monocyte-
derived DC do not become infected by HIV-1 [35,36],
and act as competent antigen presenting cells [36].
Definitively, the role of antigen presenting cells and
particularly DC in HIV infection remains controversial.

The aim of the present study was to compare the
numerical distribution, the pattern of expression of
chemokine receptors and the ability of PB monocytes and

DC to produce inflammatory cytokines in a cohort of
HIV-1þ progressors, with that in a group of uninfected
healthy volunteers. In parallel, we studied a group of
patients infected with hepatitis C virus (HCV), not co-
infected with HIV-1 (HCVþ/HIV-1�), and a group of
HIV-1þ clinical long-term non-progressors (HIV-
1þLTNP), characterized by stable CD4 cell counts and
low viral load levels, who remain healthy despite 10 or
more years of HIV-1 infection [37,38].

Materials and methods

Patients, controls and samples
PB samples from 30 asymptomatic antiretroviral-naive
HIV-1þ progressors – 21 males and nine females – were
studied. The mean age was 41 � 10 years (range, 26–64
years; median, 39 years). Fifteen cases (50%) were co-
infected by HCV. Patients with concomitant acute
diseases related to their immunodeficiency were excluded
from the study.

Three control groups were also studied: (i) five non-
treated clinical LTNP, infected with HIV-1 for more than
10 years, with stable CD4 cell counts >300 � 106/l and
low, stable serum viral load; (ii) seven HCVþ/HIV-1�
patients; and (iii) 10 adult healthy volunteers (AHV).
HIV-1þLTNP (three males and two females) had a mean
age of 39 � 7 years (range, 28–46 years; median, 40
years); the mean age of the HCVþ/HIV-1� patients (six
males and one female) was of 43 � 8 years (range, 35–56
years; median, 40 years); AHV (eight males and two
females) were aged 38 � 11 years (range, 24–62 years;
median, 36 years). Table 1 shows additional information
on HIV-1þ progressors and HIV-1þLTNP patients.

Samples were collected in EDTA and heparin anti-
coagulant according to the guidelines of the local ethical
committee (University Hospital of Salamanca), after
informed consent.

Enumeration of PB monocytes and DC
EDTA-anticoagulated PB samples were stained
with four-colour combinations of MAb, using direct
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Table 1. Clinical characteristics of the HIV-1R progressors and HIV-1R long-term non-progressor (HIV-1RLTNP) patients.

HIV-1 load
(copies/ml)

CD4 T-cell count
(�106 cells/l)

Years followed
with HIV-1
infection

Patients
coinfected
with HCV (%)

Clinical status
(% of patients)

HIV-1þ progressors 106 945 � 158 803
(360–820 000)

158 � 170 (4–881) 4.3 � 5 (0–15) 50% A2 (7.4%)

A3 (18.5%)
B2 (11.1%)
B3 (25.9%)
C3 (37.1%)

HIV-1þLTNP 7316 � 12750(50–30 000) 589 � 182 (338–851) 11 � 3 (7–14) 50% A1 (20%)
A2 (80%)

Viral load, CD4þ T-cell counts and years followed with HIV-1 infection are expressed as mean � SD (range).
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immunofluorescence and a stain-and-lyse, non-wash
single-platform flow cytometry technique, as previously
described in detail [39]. The specificity and source of the
MAb reagents used were as follows: Dendritic Cell
Exclusion (DCE) Kit (which includes fluorescein
isothiocyanate-conjugated CD3, CD14, CD19 and
CD56 reagents; Cytognos, Salamanca, Spain), CD16-
phycoerithrin (PE; clone 3G8, Immunotech, Marseille,
France), anti-HLA-DR-peridin chlorophyll protein
(PerCP; clone L243, Becton Dickinson Biosciences,
San Jose, California, USA) and CD33-allophycocyanine
(APC; clone LeuM9, Becton Dickinson Biosciences).
Immediately prior to data acquisition, Perfect-COUNT
beads (Cytognos) were added following the manufac-
turer’s recommendations, and the cell/bead mixture was
acquired in two consecutive steps in a FACSCcalibur flow
cytometer using the CellQUEST software (Becton
Dickinson Biosciences). In the first step, 105 events/test
corresponding to the whole PB cellularity and the
counting beads were collected. Secondly, information on
a minimum of 3 � 105 HLA-DRþ cells was collected.
For data analysis, the Paint-A-Gate PRO software
(Becton Dickinson Biosciences) was used.

Immunophenotypic characterization of
monocytes and DC
EDTA-anticoagulated PB samples were stained as
described above with the DCE Kit, anti-HLA-DR-
PerCP, CD33-APC, and the following PE-conjugated
anti-chemokine receptor MAb: CDw128a-interleukin
(IL)-8RA (CXCR1; clone 5A12; PharMingen, San
Diego, California, USA), CDw128b (IL-8RB/CXCR2;
clone 6C6; PharMingen), CD184 (CXCR4; clone
12G5; Becton Dickinson Biosciences) and CD195
(CCR5; clone 2D7/CCR5; Becton Dickinson Bios-
ciences). In addition, a PE-conjugated isotype-matched
negative MAb reagent was used as negative control. After
the cells were stained, 2 ml of FACS lysing solution
(Becton Dickinson Biosciences) diluted 1 : 10 were
added, and the sample was incubated for 10 min at room
temperature. After two washes with phosphate-buffered
saline (pH 7.6) the sample was acquired on a FACS-
Calibur instrument and analysed as described above. For
each chemokine receptor analysed, the intensity of
expression was quantitatively evaluated as the mean
fluorescence intensity (MFI) obtained after subtracting
the MFI of the corresponding isotype-matched negative
control, expressed as arbitrary relative linear fluorescence
units (scaled from 0 to 104).

Ex-vivo analysis of cytokine secretion by PB
monocytes and DC
Cytokine secretion by PB monocytes and DC was
analysed ex vivo at the single cell level, using a well-
established technique that combines four-colour stainings
for the specific identification of monocytes and DC with
the measurement of intracellular cytokine production
[40,41]. Briefly, 500 ml of heparin-anticoagulated PB

diluted 1 : 1 in RPMI 1640 culture medium (Bio-
Whittaker, Walkersville, Maryland, USA) supplemented
with 2 mM L-glutamine were placed in a tube, together
with 10 mg/ml of Brefeldin A (Sigma, St Louis, Missouri,
USA) to block cytokine secretion [40], in the absence
of any exogenous stimuli. Then, cells were incubated for
6 h at 37 8C in a 5% CO2 and 95% humidity, sterile
environment, as previously described [41]. Afterwards,
cells were stained with the DCE Kit, anti-HLA-DR-
PerCP and CD33-APC reagents, as described above. In
selected cases, staining with CD123-APC (clone 9F5;
Becton Dickinson Biosciences) was performed, to
specifically identify pDC. Then, cells were fixed,
permeabilized and stained for different human inflam-
matory cytokines, using the Fix & Perm reagent (Caltag,
San Francisco, California, USA), and the following MAb:
anti-IL-6-PE (clone MQ2-6A3; PharMingen); anti-IL-
12- PE (clone C11.5; PharMingen); tumour necrosis
factor (TNF)-a-PE (clone Mab11; PharMingen); anti-
IL-1b-PE (clone AS10; Becton Dickinson Biosciences)
and anti-IL-8 (anti-CXCL8)-PE (clone AS14; Becton
Dickinson Biosciences). An isotype-matched PE-con-
jugated MAb was used as negative control. Data
acquisition and analysis were performed in a FACS-
Calibur flow cytometer, as described above. For the
evaluation of cytokine secretion, both the percentage of
positive cells within each cell subset and their MFI (after
substracting the MFI obtained for the corresponding
isotype-matched negative control) were calculated
according to well-described procedures [41].

Statistical analyses
Mean value, standard deviation, median, range, 25th and
75th percentiles and 95% confidence intervals were
calculated for each variable using the SPSS software (SPSS
10.0, Chicago, Illinois, USA). For the evaluation of the
statistical significance of the differences observed between
groups, non-parametric tests (Mann-Whitney U test
for unpaired samples and Wilcoxon signed rank test for
paired samples) were used. P values � 0.05 were con-
sidered to be associated statistically significant.

Results

Immunophenotypical identification and
enumeration of PB monocytes and DC
In addition to monocytes, three different subsets of DC
corresponding to mDC, pDC and CD16þ DC were
found in PB of all individuals from both AHV [9,41]
(Fig. 1), and all patient groups. Table 2 shows the
distribution of these cell populations in PB. Overall HIV-
1þ progressors showed normal numbers of monocytes
and DC; both cell populations were significantly
increased in HIV-1þLTNP (P ¼ 0.04 and P ¼ 0.01
respectively), while HCVþ/HIV-1� individuals showed
a significantly increased number of DC (P ¼ 0.02), but
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Table 2. Distribution of monocytes and dendritic cells (DC) in human adult peripheral blood (PB) samples fromHIV-1þ progressors, hepatitis C
virus positive (HCVR)/HIV-1S patients, HIV-1R long-term non-progressor (HIV-1RLTNP) patients and adult healthy volunteers (AHV).

HIV-1þ progressors (n ¼ 30) AHV (n ¼ 10) HCVþ/HIV-1� (n ¼ 7) HIV-1þLTNP (n ¼ 5)

Monocytes
Cell count (�106/l) 317 (236–410) 375 (307–408) 435 (325–543) 528 (359–652)

Total DC
Cell count (�106/l) 54 (28–89) 57 (47–67) 102 (79–117)�, �� 114 (90–143)�,��

mDC
DC (%) 9 (5–15)�� 15 (11–19) 15 (8–25) 8 (6–16)
Cell count (�106/l) 4 (2–6)�� 8 (6–12) 15 (12–17)�,�� 12 (6–20)�

CD16þ DC
DC (%) 85 (80–91)� 68 (64–76) 74 (64–86) 87 (75–90)��
Cell count (�106/l) 51 (23–84) 38 (33–50) 75 (51–88)� 92 (76–118)�,��

pDCs
DC (%) 6 (4–8)� 14 (11–22) 11 (7–14) 6 (4–8)��
Cell count (�106/l) 3 (2–6)�� 8 (6–12) 9 (7–11)� 8 (4–10)�

Results are expressed asmedian (25th and 75th percentiles). mDC,myeloidDC; pDC, plasmacytoidDC. �Statistically significantly different from the
HIVþ progressors. ��Statistically significantly different from the AHV group.

Fig. 1. Phenotypic identification of DC. (a) Total DC (HLA-DRþ/Lin-/lo events). (b) The three subsets of DC present in human PB,
based on their different reactivity for CD33 and HLA-DR: red dots, mDC; black dots, pDC; blue dots, CD16þ DC. (c, d and e)
CD33-/lo/HLA-DRþ/Lin� (c) and CD33int/HLA-DRþ/Lin� (e) cells are pDC and CD16þ DC, as they correspond to CD123hi/
HLA-DRþ/CD16� cells and to CD123low/HLA-DRþ/CD16þ cells, respectively (c and d). (f and g) Illustrative example of a case
where pDC, identified as being CD33-/HLA-DRþ, spontaneously secreted IL-12 after culture in vitro (dot plot f and histogram f1),
in comparison to the isotype-matched negative control (dot plot g and histogram g1).
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not of monocytes. Interestingly, when we analysed the
distribution of the different subsets of PB DC, HIV-1þ
progressors showed marked abnormalities consisting of a
significantly decreased number of both mDC and pDC as
compared to all other groups (Table 2). In contrast, the
absolute count of CD16þ DC in HIV-1þ progressors
was slightly greater than in AHV, but still lower than
in HCVþ/HIV-1� (P ¼ 0.13) and in HIV-1þLTNP
(P ¼ 0.03) patients, whose overall increases were mainly
due to the specific increase in CD16þ DC (P ¼ 0.02 and
P ¼ 0.003, respectively). Interestingly, among HIV-1þ
progressors the presence of HCV co-infection was not
associated with a behaviour similar to HCVþ/HIV-1
patients (37 � 106 � 23 � 106 cells/l versus 82 � 106 �
49 � 106 cells/l, respectively; P ¼ 0.01), and their
absolute number of CD16þ DC was lower than that
of the HIV-1þ/HCV� progressors (70 � 106 � 38 �
106 cells/l; P ¼ 0.06).

Expression of chemokine receptors on PB
monocytes and DC
As shown in Fig. 2, CXCR1 and/or CXCR2 IL-8-
chemokine receptors were exclusively expressed by
monocytes and mDC. The percentage of CXCR1þ
monocytes was similar in all groups, although the mean
amount of chemokine-receptor per CXCR1þ mono-

cyte was lower in HIV-1þ progressors as compared to
HCVþ/HIV-1� patients (P ¼ 0.02) and HIV-1þLTNP
(P ¼ 0.05).

Similarly, no significant differences were found between
HIV-1þ progressors and AHV regarding the proportion
of CXCR2þ monocytes (Fig. 2) although both HCVþ/
HIV-1� and HIV-1þLTNP patients showed increased
expression of CXCR2 on all PB monocytes (P ¼ 0.006
and P ¼ 0.03 for HCVþ/HIV-1�, and P ¼ 0.02 and
P ¼ 0.05 for HIV-1þLTNP versus HIV-1þ progressors
and AHV, respectively). Likewise, in monocytes from
HCVþ/HIV-1� and HIV-1þLTNP patients, the levels
of CXCR2/cell were significantly higher than in HIV-
1þ progressors (P ¼ 0.01 and P ¼ 0.02, respectively).
Moreover, in HIV-1þ progressors both the proportion of
CXCR2þ mDC and the amount of CXCR2/cell were
significantly lower than in AHV (P ¼ 0.01 for both
comparisons), HCVþ/HIV-1� (P ¼ 0.005 and P ¼
0.09, respectively) and HIV-1þLTNP patients (P ¼ 0.01
and P ¼ 0.05, respectively).

As shown in Fig. 3, a variable percentage of monocytes
and DC from all groups studied were CXCR4þ. The
percentage of mDC and pDC CXCR4þ was signifi-
cantly reduced in HIV-1þ progressors when compared to
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Fig. 2. Expression of the CXCR1 and CXCR2 chemokine receptors by PB monocytes and mDC from (HIV-1+ progressors),
HCVR/HIV-1S subjects, HIV-1R-LTNP and AHV. Notched-boxes represent 25th and 75th percentile values; the line in the
middle and the vertical lines correspond to the median value and both the 10th and 90th percentiles, respectively. (a, b) Percentage
of CXCR1þ and CXCR2þmonocytes. (c) Percentage of CXCR2þmDC. (d–f) CXCR1 and CXCR2-associatedMFI per cell (arbitrary
relative linear units scaled from 0 to 104) observed for CXCR1þmonocytes, CXCR2þmonocytes and CXCR2þmDC, respectively.
CD16þ DC and pDC were constantly negative for both CXCR1 and CXCR2 in all groups of individuals studied. �Statistically
significantly different (P � 0.05) from the HIV-1þ progressors. ��Statistically significantly different (P � 0.05) from the AHV group.
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AHV (P ¼ 0.02 and P ¼ 0.001, respectively), HCVþ/
HIV-1� (P ¼ 0.04 and P ¼ 0.02, respectively) and HIV-
1þLTNP (P ¼ 0.02 and P ¼ 0.02, respectively); how-
ever, the proportion of CXCR4þ CD16þ DC and
CXCR4þ monocytes was similar in all groups studied,
except for HCVþ/HIV-1� patients, who showed
increased CXCR4 expression on monocytes as compared
to HIV-1þ progressors (P ¼ 0.01) and AHV (P ¼ 0.08).
It should be noted that among HIV-1þ progressors the
mean amount of CXCR4/cell was also decreased when
compared to HIV-1þLTNP (P ¼ 0.04) and AHV
(P ¼ 0.02) (Fig. 3).

CCR5 expression was restricted to PB mDC and pDC in
all groups (Fig. 4); mDC from HIV-1þ progressors,
HCVþ/HIV-1� patients and AHV were constantly
positive for CCR5, and identical amounts of this
chemokine receptor per mDC were detected in all
groups of individuals studied. In contrast, the percentage
of CCR5þ pDC was significantly decreased in HIV-1þ
progressors as compared with the AHV (P ¼ 0.04) and
HCVþ/HIV-1� groups (P ¼ 0.02), whose pDC were
constantly CCR5þ. In addition, the amount of CCR5/
cell was also significantly reduced in pDC from HIV-1þ
progressors (P ¼ 0.02) and HIV-1þLTNP (P ¼ 0.03), as
compared to the AHV group.

No statistically significant differences were found among
HIV-1þ progressors between HCVþ and HCV� cases
regarding the expression of chemokine receptors (data
not shown).

266 AIDS 2005, Vol 19 No 3

Fig. 3. Expression of the CXCR4 chemokine receptor on PB monocytes and DC from HIV-1RP, HCVR/HIV-1S subjects, HIV-
1R-LTNP and AHV. (a–d) Percentage of CXCR4 expressing cells. (e–h) Mean amount of CXCR4 expressed per cell (MFI).
Notched-boxes represent 25th and 75th percentile values; the line in the middle and the vertical lines correspond to the median
value and both the 10th and 90th percentiles, respectively. �Statistically significantly different (P � 0.05) from the HIV-1þ
progressors. ��Statistically significantly different (P � 0.05) from the AHV group.

Fig. 4. Expression of the CCR5 chemokine receptor by PB
mDC and pDC from (HIV-1+ progressors), HCV+/HIV-1S
subjects, HIV-1+-LTNP and AHV. (a, b) Percentage of CCR5+
mDC and pDC, respectively. (c, d) Mean amount of CCR5
expressed per mDC and pDC, respectively (MFI). Monocytes
and CD16+ DC were constantly negative for CCR5 in all
groups of individuals studied. Notched-boxes represent 25th

and 75th percentile values; the line in the middle and the
vertical lines correspond to the median value and both the
10th and 90th percentiles, respectively. �Statistically signifi-
cantly different (P � 0.05) from the HIV-1+ progressors.
��Statistically significantly different (P � 0.05) from the
AHV group.
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Spontaneous ex vivo production of
inflammatory cytokines by monocytes and DC
PB monocytes and DC from AHV and HIV-1þLTNP
individuals showed no spontaneous ex vivo production of
inflammatory cytokines. By contrast, spontaneous ex vivo
production of inflammatory cytokines was observed
among PB monocytes and DC from HIV-1þ progressors,
and to a lesser extent from HCVþ/HIV-1� patients
(Fig. 5). A more detailed analysis showed different patterns
of cytokine secretion for the different cell subsets analysed
(Fig. 5). Accordingly, among HIV-1þ progressors, mono-
cytes and CD16þ DC showed a significantly increased
spontaneous production of IL-6 (P ¼ 0.005 and P ¼
0.001, respectively) andTNF-a (P ¼ 0.01 and P ¼ 0.008,
respectively), while pDC showed increased secretion of
IL-6 and IL-12 in the absence of TNF-a, these latter
differences not reaching statistical significance (P > 0.05),
once compared to the other groups of individuals.
Interestingly, once HIV-1þ progressors were grouped

according to their PB CD4þ T-cell counts, we observed
that secretion of IL-6, IL-12 and TNF-a by pDC was
restricted to those patients who displayed >200 � 106

CD4 T cells/l in PB (Fig. 6). Regarding HCVþ/HIV-
1� patients, CD16þ DC produced significantly inc-
reased amounts of IL-6 and TNF-a as compared to AHV
(P ¼ 0.004 and P ¼ 0.04, respectively), while pDC from
this group of individuals produced only IL-12 (P > 0.05).
As compared to HIV-1þ progressors, HCVþ/HIV-1�
patients showed a significantly lower percentage of TNF-
a secreting monocytes, no major additional differences
being observed between either group of individuals. Of
note, upon dividing the HIV-1þ progressors according to
the existence or not of co-infection with HCV, no
significant differences were observed between either
group regarding spontaneous secretion of cytokines,
except for a lower percentage of TNF-a secreting
monocytes found for the HIVþ/HCVþ progressors
(1.8 � 2.2% versus 5.1 � 5.0%; P ¼ 0.02).
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Fig. 5. Spontaneous ex vivo secretion of the IL-6 (a–d), IL-12 (e–h) and TNF-a (i–l) inflammatory cytokines by PB monocytes
and DC from (HIV-1+ progressors), HCVR/HIV-1S subjects, HIV-1R-LTNP and AHV. Notched-boxes represent 25th and 75th

percentile values; the line in the middle and the vertical lines correspond to the median value and both the 10th and 90th

percentiles, respectively. A small percentage (range, 1–4%) of all monocytes, mDC and CD16þ DC, but not pDC from HIV-1þ
progressors spontaneously secreted IL-1b and IL-8, (data not shown), while production of both cytokines was never detected
among the other groups of individuals studied (P > 0.05). �Statistically significantly different (P � 0.05) from the HIV-1þ
progressors. ��Statistically significantly different (P � 0.05) from the AHV group.
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Although a small percentage (between 1% and 4%) of
all monocytes, mDC and CD16þ DC, but not
pDC, from HIV-1þ progressors also showed IL-8 and
IL-1b secretion ex vivo, no significant differences were
found with respect to the other groups of individuals
studied.

Discussion

Accumulating evidence indicates that DC may play an
important role in HIV-1 infection either because they are
infected by HIV-1 or due to their impaired ability to
stimulate specific T cells. However, no study has so far
systematically analysed ex vivo the specific phenotypic and
functional characteristics of the different subsets of DC
circulating in PB in a series of HIV-1þ anti-retroviral
naive patients.

We have analysed the numerical distribution of the
different subsets of PB DC and monocytes, as well as the
pattern of expression of chemokine receptors, and
spontaneous secretion of inflammatory cytokines in a
cohort of anti-retroviral therapy naive HIV-1þ pro-
gressors. Co-infection of HIV-1 and HCV is very
common and, despite discrepant results [42], impairment
of maturation and functionality of DC from chronic
HCVþ individuals has been observed [43,44]. Therefore,
a control group of HCVþ/HIV-1� patients was also
studied, ruling out the possibility that those alterations
found in HIV-1þ progressors could be due to co-
infection by HCV. In addition to HCVþ/HIV-1�
subjects, we also analysed a group of HIV-1þLTNP
patients, which could help to identify factors potentially
associated with delayed progression of HIV-1 infection.

Our results clearly show that the number of both PB
mDC and pDC from HIV-1þ progressors are severely
decreased, remaining unaltered in HIV-1þLTNP, and
mDC being even significantly increased in HCVþ/HIV-
1� subjects as compared to AHV. These findings support

the existence of a direct interaction between the two DC
subsets and HIV-1, as previously suggested [20–23].
Accordingly, both cell subpopulations express the
CXCR4 and CCR5 HIV-1 co-receptors, essential for
virus entry. In contrast, PB CD16þ DC were slightly
increased in HIV-1þ progressors as compared to AHV,
and significantly increased in HCVþ/HIV-1� and HIV-
1þLTNP patients. Although PB CD16þ DC are
constantly CCR5-, they expressed CXCR4 at variable
levels, similar to those observed in AHV. CXCR4 is used
by T-tropic HIV variants appearing during late infection
and its presence could therefore lead to PB CD16þ DC
infection. However, avidity of DC-SIGN for viral gp-120
is greater than that of CD4 [18], which may facilitate
capture of HIV-1 particles by DC-SIGN molecules,
preventing both gp-120-CD4-CXCR4 interaction and
cell infection. Recently, it has been shown that CD16þ
DC are the only fresh DC subpopulation in blood
expressing DC-SIGN [13]. Since HIV-1 entry into target
cells may be blocked by attachment to DC-SIGN – it
does not allow viral infection but binds HIV-1, transports
it and enhances T-cell infection [18] – CD16þ DC could
remain uninfected and their numbers not reduced, while
playing a key role in the dissemination of HIV-1 virions to
T cells [13].

It is well established that CCR5-dependent M-tropic
HIV-1 strains are involved in primary infection, whereas
CXCR4-associated T-tropic strains usually arise later on
and may be associated with progression to AIDS [45].
The expression of CCR5 found on the surface of both
mDC and pDC, but not CD16þ DC, suggests that
selective loss of mDC and pDC observed in HIV-1þ
progressors, but not in HIV-1þLTNP, could be related to
a direct interaction between these cells and HIV-1. Since
both DC subsets participate in the initiation of innate and
adaptive immune responses, and are the most potent
antigen-presenting cells for priming naive T lympho-
cytes, the reduction in DC numbers could play an
important role in the progressive impairment of T-cell
function seen in HIV-1 disease [32,46], and potentially
contribute to its characteristic immunosupression.

268 AIDS 2005, Vol 19 No 3

Fig. 6. Spontaneous ex vivo secretion of IL-6, IL-12 and TNF-a cytokines by PB pDC from HIV-1R progressors according to the
absolute number of CD4RT-cells/l. Notched-boxes represent 25th and 75th percentile values; the line in the middle and the
vertical lines correspond to the median value and both the 10th and 90th percentiles, respectively.
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Moreover, the pattern of expression of chemokine
receptors on the different DC subsets from HIV-1þ
progressors was severely altered in PB mDC and pDC, but
not in CD16þ DC and monocytes: CXCR2 was
decreased on mDC, CCR5 on pDC and CXCR4 on
both. Ligand–receptor interaction has been shown to
induce rapid internalization of chemokine receptors and
to initiate signalling responses [47–49]. Accordingly,
reduced CXCR2 expression found on mDC from HIV-
1þ progressors could reflect down-modulation of the
receptor as a consequence of its interaction with secreted
IL-8. In turn, abnormally low CCR5 expression on pDC
could be directly related to HIV-1 infection. Previous
studies have shown that HIV-1 infection of CD4þ T
lymphocytes leads to down-modulation of both CD4 cell
and CCR5 expression on these cells [50]. While it is
known that HIV-1 Nef induces internalization and
degradation of CD4 [51], the exact mechanism involving
CCR5 downregulation has not yet been identified.
Decreased expression of CCR5 could reflect maturation
of pDC as a consequence of their interaction with HIV-1,
since maturation of DC is associated with down-
modulation of cell surface CCR5 expression [52].
However, CCR5 expression on PB pDC was decreased
not only in HIV-1þ progressors, but also in the HIV-
1þLTNP group. In a similar way, CXCR4 expression
was significantly decreased on both mDC and pDC from
HIV-1þ progressors, HIV-1þLTNP and HCVþ/HIV-
1� patients. Although CXCR4 has been shown to be
down-modulated after infection with a CXCR4-HIV-2
variant [53], this has not been confirmed for HIV-1 [50].
Interestingly, it has been shown that secretion of Th1
cytokines induces a decreased CXCR4 expression on
mature DC in HIV-1 infection, and could account for
CXCR4 down-regulation [54].

Inflammatory cytokines are important effector molecules
for the initiation and amplification of immune responses,
and for communication between antigen-presenting cells
and T lymphocytes. Detectable amounts of inflammatory
cytokines have been produced by DC obtained from
HIV-1þ patients, or pulsed in vitro with high doses of
HIV-1 or HIV-1 proteins, when exposed to different
stimuli [15,55–57]. In our study, PB monocytes and DC
from HIV-1þ progressors produced detectable amounts
of inflammatory cytokines in the absence of exogenous
stimulus after short-term in vitro culture. No such
response was observed in HIV-1þLTNP or in AHV,
supporting the existence of an in vivo activation of the
immune system during HIV-1 infection among HIV-1þ
progressors but not among HIV-1þLTNP. Therefore,
reduced CXCR4 expression observed on mDC and
pDC, as well as that of CCR5 found on pDC from HIV-
1þLTNP patients could naturally occur and protect
against T-tropic strains of HIV-1; in contrast, in HIV-1þ
progressors it could be modulated either directly by the
virus or through cytokine-mediated mechanisms. Inter-
estingly, PB monocytes, pDC and CD16þ DC from

HCVþ/HIV-1� patients were also able to spontaneously
secrete IL-6, IL-12 and/or TNF-a, but at lower levels
than those observed in HIV-1þ progressors; in this latter
group, cytokine secretion was independent of the
coexistence of HCV infection, being associated with
both decreased numbers of mDC and pDC and lower
expression of CCR5 in both cell subsets, features that
were not detected in the HCVþ/HIV-1� group. This
represents a clearly different pattern of abnormalities in
both groups, which could reflect different pathogenic
mechanisms. Independently, it should be noted that
secretion of specific inflammatory cytokines, such as IL-
1b, IL-6, IL-12 and TNF-a has been shown to induce
viral replication in CD4þ T lymphocytes from HIV-1þ
patients [55,58,59], while immunosuppressive therapy
can block HIV-1 replication through the inhibition of
cytokine secretion [60]; moreover, the capacity of human
DC to present antigens to T cells declines after exposure
to TNF-a [61]. These results indicate that secretion of
inflammatory cytokines in vivo might contribute to the
impairment of DC functionality observed in HIV-1
progressors.

In summary, our results show the existence of significant
abnormalities in the distribution and functionality of the
different subsets of PB DC in HIV-1þ progressors, not
found in HIV-1þLTNP, and could help to explain the
establishment, dissemination and maintenance of HIV-1
infection.
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Las alteraciones de las células dendríticas y monocitos de sangre 

periférica de pacientes VIH-1+ persisten tras 1 año de tratamiento antirretroviral. 

 

INTRODUCCIÓN: A pesar de sus efectos beneficiosos sobre los índices de morbi-

mortalidad en pacientes infectados por el virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1), 

el tratamiento antirretroviral (TAR) no erradica el virus, ni produce una recuperación completa 

de la funcionalidad de los linfocitos T en pacientes VIH-1+ en estadios intermedios/avanzados 

de la enfermedad. Por otra parte, aunque las células dendríticas desempeñan un papel crucial 

en la patogenia de la infección por el VIH-1, y se han descrito notables alteraciones en su 

número y función, los estudios disponibles en la actualidad acerca del efecto del TAR sobre las 

células dendríticas en la infección por el VIH-1 son escasos, y sus resultados con frecuencia 

contradictorios.  

OBJETIVO: El objetivo principal del presente trabajo se ha centrado en analizar ex 

vivo, el efecto del TAR sobre la distribución numérica, el patrón de expresión de receptores de 

quimiocinas y la capacidad de producción de citocinas inflamatorias por parte del sistema 

inmunitario de sangre periférica (SP) de individuos infectados por el VIH-1, con especial énfasis 

en el estudio de las células dendríticas y monocitos. 

MATERIAL Y MÉTODOS: En total, hemos analizado un grupo de 30 pacientes VIH-1+ 

asintomáticos que no habían sido tratados previamente. Los pacientes se agruparon de 

acuerdo al número absoluto de linfocitos T CD4+ circulantes en SP en el momento de su 

inclusión en el estudio, en sujetos con <200 células CD4+/µl de SP e individuos con >200 

células CD4+/µl de SP. Los estudios fenotípicos y funcionales se realizaron de forma previa a la 

instauración del TAR y a las 2, 4, 8, 12 y 52 semanas desde el inicio del mismo. Además, como 

controles se analizaron muestras de SP de 10 adultos sanos (AS). La identificación y recuento 

de las diferentes subpoblaciones de células dendríticas y monocitos se realizó a partir de 

muestras de SP lisada de hematíes, mediante técnica de inmunofluorescencia directa evaluada 

por citometría de flujo, marcando las células con anticuerpos monoclonales (AcMo) en 

combinaciones cuádruples y utilizando microesferas fluorescentes a una concentración 

conocida, para lograr una mayor precisión en el recuento celular (método de plataforma única). 
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Para el análisis del patrón de expresión de receptores de quimiocinas empleamos la misma 

metodología que para la identificación de las distintas subpoblaciones celulares estudiadas, 

utilizando tres anticuerpos para la identificación de las diferentes subpoblaciones de monocitos 

y células dendríticas, y un cuarto AcMo (en cada combinación) para determinar la expresión de 

los receptores de quimiocinas CXCR1, CXCR2, CXCR4 y CCR5. El análisis de la producción 

de citocinas inflamatorias se realizó sobre células individuales, tras su incubación durante 6 

horas a 37ºC en presencia de brefeldina A y en ausencia de estimulantes exógenos, con el fin 

de analizar ex vivo, y mediante citometría de flujo, la producción espontánea de citocinas a 

nivel citoplasmático, por parte de cada una de las subpoblaciones celulares referidas 

anteriormente. 

RESULTADOS: La administración de TAR provocó una rápida disminución de la carga 

viral hasta niveles indetectables en todos los pacientes. Sin embargo, el tratamiento no 

consiguió una reconstitución completa del compartimiento de células T, permaneciendo el 

número absoluto de células T CD4+, en su conjunto, por debajo de los valores normales, 

mientras que el número de linfocitos T CD8+ se encontraba significativamente incrementado, 

incluso después de un año de tratamiento (p<0.05). Por otra parte, a pesar de que el número 

de células dendríticas mieloides CD33+++ (en adelante “CD mieloides”) y de CD plasmocitoides 

estaba reducido de manera significativa en los pacientes VIH-1+ al comienzo del estudio, tras el 

inicio de la terapia se consiguió una recuperación de los niveles de ambas subpoblaciones, 

siendo la reconstitución de las CD plasmocitoides más tardía que la de las CD mieloides. Por el 

contrario, tras un año de tratamiento, el número de CD HLA-DR+/CD16+/CD14-/+débil (en 

adelante “CD CD16+”) y de monocitos de SP, -normal al comienzo del estudio-, estaba 

significativamente incrementado en los pacientes con <200 CD4+/µl, respecto a los valores 

encontrados en AS (p<0.05).  

Con respecto a la expresión de receptores de quimiocinas observamos que, 

previamente al tratamiento, el porcentaje de CD mieloides CXCR2+ estaba significativamente 

disminuido en pacientes VIH-1+ respecto a los AS (p<0.05). Tras el comienzo del TAR, se 

observó un incremento importante en la proporción de monocitos CXCR1+ en el grupo más 

inmunodeprimido (<200 CD4+/µl) al año de tratamiento (p<0.05); por el contrario, el porcentaje 
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de CD mieloides que expresaba CXCR2 se mantuvo por debajo de los niveles normales 

durante todo el período de seguimiento evaluado. Nuestros resultados mostraron además que 

en situación basal, la proporción de CD mieloides y plasmocitoides CXCR4+ se encontraba 

considerablemente reducida en ambos grupos de pacientes (p<0.05), existiendo una fuerte 

correlación negativa entre la carga viral y la expresión de CXCR4 en ambas poblaciones en los 

pacientes con >200 CD4+/µl. A pesar de la recuperación parcial del porcentaje de CD 

plasmocitoides CXCR4+ al año de tratamiento, la expresión de este receptor se mantuvo 

constantemente por debajo de los niveles normales en CD mieloides (p<0.05). Con respecto a 

CCR5, la proporción de CD plasmocitoides que expresaba dicho receptor estaba inicialmente 

reducida de manera significativa en los pacientes VIH-1+ más inmunodeprimidos (p<0.05), 

aunque se recuperó al año de tratamiento. 

Ninguno de los AS mostró producción espontánea de citocinas inflamatorias en 

ausencia de estímulo exógeno. Por el contrario, previamente a la administración del TAR, los 

monocitos y CD CD16+ de ambos grupos de individuos VIH-1+ producían cantidades 

significativas de IL-6 y TNF-α en ausencia de estimulación (p<0.05), asociándose ésta a 

secreción espontánea de IL-1β e IL-6 en el caso de las CD CD16+ y las CD mieloides, 

respectivamente. Tras el comienzo del TAR, la producción espontánea de IL-6 y TNF-α por 

monocitos y CD CD16+ disminuyó progresivamente; sin embargo, tras un año de tratamiento 

las CD CD16+ de los pacientes más inmunodeprimidos continuaban produciendo IL-6 de forma 

espontánea (p<0.05). Además, observamos una fuerte correlación negativa entre la producción 

espontánea de IL-6 por los monocitos y CD CD16+ y el porcentaje de CD mieloides CXCR2+ y 

CXCR4+, lo que sugiere que la secreción espontánea de citocinas inflamatorias podría 

contribuir a la expresión alterada de receptores de quimiocinas que se observa al año de 

tratamiento. La producción espontánea de citocinas inflamatorias por las CD plasmocitoides 

observada en condiciones basales se restringía al grupo de pacientes VIH-1+ >200 células T 

CD4+/µl de SP (p<0.05), aunque tras el inicio del TAR revirtió por completo. 

CONCLUSIONES: A pesar de los efectos beneficiosos del TAR sobre el sistema 

inmune, las alteraciones numéricas observadas en los compartimientos de células T, células 

dendríticas y monocitos de SP de pacientes infectados por el VIH-1 persisten incluso después 
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de un año de tratamiento, junto a notables anomalías fenotípicas y funcionales de las células 

dendríticas y monocitos de SP, siendo estas alteraciones más acentuadas en pacientes en 

estadios avanzados de la enfermedad. 
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Summary: Antiretroviral therapy (ART) has led to marked

decreases in morbidity and mortality rates among HIV-1Ypositive

patients; however, immune recovery is not complete. Although

dendritic cells (DCs) were shown to be involved in HIV-1

pathogenesis, few studies have investigated the effect of ART on

DCs. We have analyzed the effect of ART on numerical distribution,

expression of chemokine receptors, and ex vivo production of

inflammatory cytokines by peripheral blood (PB) monocytes and

DCs in a cohort of chronically infected HIV-1Ypositive patients.

Patients were tested before therapy and at weeks +2, +4, +8, +12, and

+52 after starting ART.

Our results show an incomplete T-cell immune reconstitution

in chronically infected patients who had undetectable plasma

viremia while taking ART for 1 year. This was associated with

persistent abnormalities at week +52 of ART, corresponding to

increased numbers of CD16+ DCs and monocytes, as well as altered

expression of CXC chemokine receptors, in the form of increased

CXCR1 expression on monocytes and decreased reactivity for

CXCR2 and/or CXCR4 on myeloid and plasmacytoid DCs. In

addition, an abnormally high spontaneous ex vivo secretion of

inflammatory cytokines by CD16+ DCs and monocytes was still

detected after 1 year of ART. These abnormalities were especially

pronounced in patients with less than 200 CD4+ T cells/KL, which

could be related to the persistence of undetected viral replication

and sustained immune activation.

Key Words: dendritic cells, HIV-1, antiretroviral therapy,

chemokine receptors, cytokines, immunophenotype

(J Acquir Immune Defic Syndr 2006;41:405Y415)

H ighly active antiretroviral therapy (ART) leads to a
dramatic decline in the morbidity and mortality rates of

HIV-infected patients.1,2 In most patients, ART reduces
plasma HIV RNA load toward undetectable levels and

partially restores the number and functionality of peripheral
blood (PB) circulating CD4+ T cells.3,4 Nonetheless, ART
does not lead to complete HIV eradication and fails to fully
restore the immune function in HIV-infected patients with
moderately advanced disease.5,6 In fact, when ART is dis-
continued, there is a rapid viral rebound,7,8 and low levels
of viral replication have been detected in HIV-positive pa-
tients on prolonged ART.9Y11 At present, latently infected
resting CD4+ memory T lymphocytes are considered to be
the most important long-term cellular reservoir for HIV,
representing the major barrier to HIV eradication in patients
receiving ART12Y14; however, other cells such as PB mono-
cytes, CD8+ T lymphocytes, and natural killer cells are also
capable of producing a replication-competent virus in ART-
treated patients.10,11,15,16

Recent studies indicate that dendritic cells (DCs) are
also involved in the immunopathogenesis of HIV infection.
Accordingly, DCs are susceptible to infection by HIV both in
vitro and in vivo,17Y20 which might contribute in explaining
the marked depletion of PB myeloid DCs (mDCs) and
plasmacytoid DCs (pDCs) found in HIV-1Ypositive
patients,21Y25 together with their impaired functionality as
regards both cytokine secretion21 and their ability to stimulate
allogeneic T-cell proliferative responses.20 Moreover, DCs
that have captured HIV, either through CD4 and a coreceptor
or via DCs-SIGN, are able to migrate to lymph nodes, where
they participate in the infection of CD4+ T lymphocytes.26,27

Given the central role of DCs in the activation of innate and
adaptive immune responses, abnormalities in their distribu-
tion and functionality could be partially responsible for the
impaired T-cell functionality observed in HIV infection.
Despite this, few studies have investigated, so far, the effects
of ART on mDCs and pDCs from HIV-positive patients.
Pacanowski et al23 have shown a partial recovery of the
number of PB mDCs and pDCs, which remains below normal
levels even 12 months after therapy was initiated. In contrast,
Chehimi et al24 found normal numbers of mDCs and an altered
number and functionality of pDCs after ART, and Barron
et al25 reported an increase of PB pDCs after 6 months of ART
associated with stable numbers of mDCs, similar to those
detected before therapy. Definitively, the role of ART on the
recovery of both the number and functionality of different
subsets of PB DCs remains controversial and requires
further investigation.

Here we analyzed the effect of ART on the numerical
distribution, the expression of chemokine receptors, and the
ability to secrete inflammatory cytokines of PB DCs and
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monocytes from chronically infected HIV-1Ypositive patients
who had not received ART before this study. Our results show
an incomplete immune reconstitution of the PB DCs and
monocytic compartments associated with persisting numeri-
cal, phenotypic, and functional abnormalities even 1 year
after starting ART.

MATERIALS AND METHODS

Patients and Samples
PB samples from 30 asymptomatic antiretroviral I HIV-

1Ypositive patients at different disease stages were studied.
Subjects were stratified before therapy (time 0) as (1) cases
with less than 200 CD4+ T cells/KL (n = 19; 63%) and (2)
patients with more than 200 CD4+ T cells/KL (n = 11; 37%).
The demographic, clinical, and immunologic characteristics
of both groups of HIV-1Ypositive patients are shown in
Table 1. In addition, 10 age- and sex-matched adult healthy
volunteers (AHVs) were included as controls.

Patients were tested before therapy (day 0) and at weeks
+2, +4, +8, +12, and +52 after starting ART, with 2 nucleoside
reverse transcriptase inhibitors plus either efavirenz or
ritonavir-potentiated indinavir (Table 1). EDTA- and heparin-
anticoagulated PB samples were collected for immunophe-

notypical and functional studies, respectively. Samples were
obtained after acquiring informed consent according to the
guidelines of the ethical committee of the University Hospital
(Salamanca, Spain).

Quantification of PB T lymphocytes,
Monocytes, and DCs

EDTA-anticoagulated PB samples were stained with
4-color combinations of monoclonal antibodies (MAb),
using a direct immunofluorescence stain-and-lyse, nonwash,
single-platform flow cytometry technique previously de-
scribed in detail.28 For the identification and enumeration of
T-cell subsets, PB samples were stained with CD3Yfluorescein
isothiocyanate (clone UCHT1, Becton Dickinson Biosciences
[BDB], San Jose, CA), CD8Yphycoerythrin-cyanine 5 (clone
B9.11, Immunotech, Marseille, France), and CD4-allophyco-
cyanine (clone SK3, BDB). In parallel, PB samples were
stained with the Dendritic Cell Exclusion Kit (which includes
fluorescein isothiocyanateYconjugated anti-CD3, CD14,
CD19, and CD56 MAb; Cytognos, Salamanca, Spain),
CD16-phycoerithrin (clone 3G8, Immunotech), antiYHLA-
DRYperidin chlorophyll protein (clone L243, BDB), and
CD33-allophycocyanine (clone LeuM9, BDB) for the iden-
tification and enumeration of PB monocytes and DC subsets.
Before data acquisition, 100 KL of premixed Perfect-COUNT
beads (Cytognos) was added; after having been gently mixed,
samples were run in a FACSCalibur flow cytometer (BDB).
Information was collected for DCs 103 or more and
lymphocytes 104 or more and analyzed with the Paint-A-
Gate PRO software program (BDB).

Analysis of the Expression of Chemokine
Receptors on PB Monocytes and DCs

Expression of the CXCR1, CXCR2, CXCR4, and
CCR5 chemokine receptors on PB monocytes and DCs
was analyzed by 4-color direct immunofluorescence as
previously described.21 The source and specificities of the
MAb reagents used have been previously described.21

In addition, a tube stained with a phycoerithrin (PE)-
conjugated, isotype-matched, nonspecific mouse immuno-
globulin, instead of the antiYchemokine receptor reagent,
was used as negative control. For each chemokine receptor
analyzed, the intensity of expression was quantitatively
evaluated as the mean fluorescence intensity (MFI) value
obtained after subtracting the MFI of the corresponding
isotype-matched negative control, expressed as arbitrary
relative linear fluorescence units scaled from 0 to 104.

Ex Vivo Analysis of Spontaneous Production of
Inflammatory Cytokines by PB
Monocytes and DCs

Ex vivo secretion of inflammatory cytokines by PB
monocytes and DCs in the absence of any exogenous stimuli
was analyzed at the single-cell level using a well-established
technique that combines 4-color stainings for the specific
identification of monocytes and DCs with the measurement of
intracellular cytokine production.29,30 Heparin-anticoagulated
PB samples were used to analyze the spontaneous
secretion of interleukin (IL)-1A, IL-6, IL-12, tumor

TABLE 1. Demographic, Clinical, and Immunologic
Characteristics of HIV-1YInfected Patients Before ART

CD4+ T-Cell Counts in PB (Cells/KL)

G200 (n = 19) 9200 (n = 11)

Age (y) 42 T 11 (26Y63) 35 T 6 (27Y48)

Sex (male/female) 15/4 6/5

No. copies of plasma HIV-1
RNA/mL

142,829 T 189,498
(8100Y820,000)

45,942 T 49,467
(360Y130,000)

No. CD4+ T cells/KL 74 T 57 (4Y176) 316 T 202 (210Y881)

No. CD8+ T cells/KL 822 T 714 (65Y3244) 1026 T 352
(495Y1643)

Duration of infection (y) 4 T 5 (0Y15) 5 T 5 (0Y12)

Clinical stage (% of patients)

A2 0 20

A3 24 10

B2 0 30

B3 29 20

C3 47 20

Type of ART (% of patients)

3TC/d4T/EFV 7 11

ddI/d4T/EFV 45 45

AZT/d4T/RTV/IDV 7 0

AZT/3TC/RTV/IDV 7 0

3TC/d4T/RTV/IDV 13 0

ddI/d4T/RTV/IDV 7 11

ddI/TDF/EFV 7 22

ddI/3TC/EFV 7 0

AZT/ddI/EFV 0 11

Age, viral load, and CD4+ and CD8+ T-cell counts and duration of HIV-1 infection
are expressed as mean T 1 SD and range in parentheses.

3TC indicates lamivudine; d4T, estavudine; EFV, efavirenz; ddI, didanosine; AZT,
zidovudine; RTV, ritonavir; IDV, indinavir; TDF, tenofovir.
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necrosis factor (TNF)->, and IL-8 by PB monocytes and
DCs as previously described in detail.21 An isotype-
matched, PE-conjugated mouse immunoglobulin was used
as negative control. Stained cells were measured in a
FACSCalibur flow cytometer as described above. For the
evaluation of cytokine production, both the percentage of
positive cells within each cell subset and their MFI (after
subtracting the MFI obtained for the corresponding
isotype-matched negative control) were calculated as
previously described.29

HIV-1 Viral Load
Plasmatic HIV-1 RNA load was measured using the

Roche Amplicor PCR kit (Roche Diagnostics, Meylan,
France). Results were expressed as the number of viral
RNA copies per milliliter with a sensitivity of 50 copies/mL.

Statistical Analyses
Mean values and SDs, as well as median, range, 25th

and 75th percentiles, and 95% confidence intervals, were
calculated for each variable under study using the SPSS

FIGURE 1. Distribution of PB T-cell subsets and HIV-1 RNA viral load in HIV-1Ypositive individuals before therapy (time 0)
and at weeks +2, +4, +8, +12, and +52 after starting ART, grouped according to the absolute number of PB CD4+ T cells.
Notched boxes represent 25th and 75th percentile values; the line in the middle and the vertical lines correspond to the
median value and both the 10th and 90th percentiles, respectively. Hatched boxes correspond to AHVs. White and gray boxes
represent HIV-1Ypositive patients with extremely low (G200 CD4+ T cells/KL) and low (9200 CD4+ T cells/KL) PB CD4+ T-cell
counts at the moment of entering the study, respectively. Panels A and B represent the absolute number of PB CD4+ and CD8+

T lymphocytes, respectively; panel C shows the CD4/CD8 ratio, and panel D represents HIV-1 plasma viral load. ¶: P e 0.05
vs AHVs; *: P e 0.05 vs time 0; #: P e 0.05 vs week +2 of ART; &: P e 0.05 vs week +4 of ART; +: P e 0.05 vs week +8 of ART; g: P e 0.05
vs week +12 of ART.
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TABLE 2. Statistical Calculations

Groups of Subjects and Time Points Compared (wk)

G200 CD4+ HIV-1YPositive Patients 9200 CD4+ HIV-1YPositive Patients

No. PB CD4+ T cells 0 vs AHVs (P G 0.001); +2 vs AHVs (P G 0.001); +2 vs wk 0
(P = 0.001); +4 vs AHVs (P G 0.001); +4 vs 0 (P = 0.001);
+8 vs AHVs (P G 0.001); +8 vs 0 (P G 0.001); +8 vs +2
(P = 0.02); +12 vs AHVs (P G 0.001); +12 vs 0 (P = 0.001);
+12 vs +2 (P = 0.02); +52 vs AHVs (P G 0.001); +52 vs 0
(P = 0.01); +52 vs +2 (P = 0.03); +52 vs +4 (P = 0.03);
+52 vs +8 (P = 0.02); +52 vs +12 (P = 0.03)

0 vs AHVs (P = 0.001); +2 vs AHVs
(P = 0.001); +4 vs AHVs (P G 0.001);
+4 vs 0 (P = 0.01); +8 vs AHVs (P = 0.001);
+8 vs wk 0 (P = 0.02); +12 vs AHVs
(P = 0.001); +12 vs wk 0 (P = 0.02);
+52 vs AHVs (P = 0.001); +52 vs wk 0
(P = 0.02)

No. PB CD8+ T cells +2 vs AHVs (P = 0.04); +2 vs 0 (P = 0.02); +4 vs AHVs
(P = 0.01); +4 vs 0 (P = 0.002); +8 vs AHVs (P G 0.001);
+8 vs 0 (P = 0.001); +8 vs +2 (P = 0.02); +12 vs AHVs
(P = 0.001); +12 vs 0 (P = 0.01); +12 vs +8 (P = 0.03);
+52 vs AHVs (P = 0.003)

0 vs AHVs (P = 0.002); +2 vs AHVs
(P = 0.02); +4 vs AHVs (P = 0.01);
+8 vs AHVs (P = 0.01); +12 vs AHVs
(P = 0.01); +52 vs AHVs (P = 0.05)

CD4/CD8 ratio 0 vs AHVs (P G 0.001); +2 vs AHVs (P G 0.001); +2 vs 0
(P = 0.002); +4 vs AHVs (P G 0.001); +4 vs wk 0 (P = 0.01);
+8 vs AHVs (P G 0.001); +8 vs 0 (P = 0.002); +12 vs AHVs
(P G 0.001); +12 vs 0 (P = 0.001); +12 vs +8 (P = 0.01);
+52 vs AHVs (P G 0.001); +52 vs 0 (P = 0.01); +52 vs +8
(P = 0.01); +52 vs +12 (P = 0.02)

0 vs AHVs (P G 0.001); +2 vs AHVs
(P G 0.001); +2 vs 0
(P = 0.04); +4 vs AHVs (P G 0.001);
+4 vs wk 0 (P = 0.01); +8 vs AHVs
(P = 0.001); +8 vs 0 (P = 0.01); +12 vs
AHVs (P = 0.001); +12 vs 0 (P = 0.02);
+12 vs +8 (P = 0.02); +52 vs AHVs
(P = 0.001); +52 vs 0 (P = 0.05)

No. copies of HIV-1 RNA/mL +2 vs 0 (P = 0.001); +4 vs 0 (P = 0.002); +8 vs 0 (P = 0.001);
+8 vs +2 (P = 0.003); +12 vs 0 (P = 0.001); +12 vs +2
(P = 0.003); +12 vs +4 (P = 0.03); +52 vs 0 (P = 0.01);
+52 vs +2 (P = 0.03)

+2 vs 0 (P = 0.02); +4 vs 0 (P = 0.01); +4 vs
+2 (P = 0.04); +8 vs 0 (P = 0.02); +8 vs
+2 (P = 0.04); +12 vs 0 (P = 0.02); +12 vs
+2 (P = 0.04); +52 vs 0 (P = 0.04); +52 vs
+2 (P = 0.03)

No. PB monocytes/KL +2 vs 0 (P = 0.05); +8 vs 0 (P = 0.04); +52 vs AHVs
(P = 0.002)

+4 vs 0 (P = 0.02); +12 vs +4 (P = 0.04);
+52 vs +4 (P = 0.04)

No. PB total DCs/KL +52 vs AHVs (P G 0.001); +52 vs 0 (P = 0.02); +52 vs +2
(P = 0.02); +52 vs +4 (P = 0.02); +52 vs +8 (P = 0.03); +52
vs +12 (P = 0.02)

+12 vs AHVs (P = 0.04)

No. PB mDCs/KL 0 vs AHVs (P = 0.01); +4 vs 0 (P = 0.003); +12 vs 0 (P = 0.04);
+52 vs 0 (P = 0.05)

0 vs AHVs (P = 0.05)

No. PB CD16+ DCs/KL +52 vs AHVs (P G 0.001); +52 vs 0 (P = 0.04); +52 vs +2
(P = 0.= 0.02); +52 vs +4 (P = 0.02); +52 vs +8 (P = 0.03)

No. PB pDCs/KL 0 vs AHVs (P = 0.002); +2 vs AHVs (P = 0.004); +4 vs AHVs
(P = 0.001); +8 vs AHVs (P = 0.002); +12 vs AHVs
(P = 0.001); +52 vs 0 (P = 0.03); +52 vs +8 (P = 0.05)

0 vs AHVs (P = 0.02); +2 vs AHVs
(P = 0.002); +4 vs AHVs (P = 0.01);
+8 vs AHVs (P = 0.001); +12 vs AHVs
(P = 0.002)

% Of CXCR1+ monocytes +52 vs AHVs (P = 0.03); +52 vs +2 (P = 0.03); +52 vs +4
(P = 0.01); +52 vs +8 (P = 0.01); +52 vs +12 (P = 0.01);

+8 vs 0 (P = 0.05); +12 vs +8 (P = 0.04)

% Of CXCR2+ monocytes +52 vs +2 (P = 0.02); +52 vs +4 (P = 0.02); +52 vs +8
(P = 0.03)

% Of CXCR2+ mDCs 0 vs AHVs (P = 0.02) 0 vs AHVs (P = 0.05)

% Of CXCR4+ mDCs 0 vs AHVs (P = 0.03); +8 vs AHVs (P = 0.03); +12 vs AHVs
(P = 0.02); +12 vs +2 (P = 0.02); +52 vs AHVs (P = 0.02)

0 vs AHVs (P = 0.05); +8 vs AHVs
(P = 0.01); +12 vs AHVs (P = 0.01);
+52 vs AHVs (P = 0.004)

% Of CXCR4+ CD16+ DCs +52 vs 0 (P = 0.02)

% Of CXCR4+ pDCs 0 vs AHVs (P = 0.001); +2 vs AHVs (P = 0.003); +4 vs AHVs
(P = 0.01); +8 vs AHVs (P = 0.01); +12 vs AHVs
(P = 0.003); +12 vs +8 (P = 0.03); +52 vs +8 (P = 0.05)

0 vs AHVs (P = 0.002); +2 vs AHVs
(P = 0.01); +4 vs AHVs (P = 0.01);
+4 vs 0 (P = 0.04); +8 vs AHVs (P = 0.01);
+12 vs AHVs (P = 0.02)

MFI of CCR5+ mDCs +2 vs AHVs (P = 0.04); +2 vs 0 (P = 0.02); +4 vs AHVs
(P = 0.02); +4 vs 0 (P = 0.01); +8 vs AHVs (P = 0.02); +8 vs 0
(P = 0.02); +12 vs AHVs (P = 0.02); +12 vs 0 (P = 0.01);
+52 vs +12 (P = 0.04)

+8 vs AHVs (P = 0.02); +12 vs +8
(P = 0.04)

% Of CCR5+ pDCs 0 vs AHVs (P = 0.02); +2 vs AHVs (P = 0.03); +4 vs AHVs
(P = 0.03); +8 vs AHVs (P = 0.03); +12 vs 0 (P = 0.05); +12
vs +2 (P = 0.02); +12 vs +4 (P = 0.04); +12 vs +8 (P = 0.05);
+52 vs 0 (P = 0.04); +52 vs +2 (P = 0.02); +52 vs +4
(P = 0.02); +52 vs +8 (P = 0.02); +52 vs +12 (P = 0.04)
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software (SPSS 10.0, Chicago, IL). For the evaluation of the
statistical significance of the differences observed between
groups of individuals, the Mann-Whitney U and Wilcoxon
signed rank nonparametric tests for unpaired and paired
samples were used, respectively. The association between
variables was explored using the Spearman correlation
coefficient. P values 0.05 or less were considered to be
associated with statistical significance.

RESULTS

Effect of ART on the Distribution of PB T-Cell
Subsets and Plasma HIV-1 RNA Load

After ART, the absolute number of CD4+ T lympho-
cytes progressively increased over time in HIV-1Ypositive
patients with low (9200 CD4+ T cells/KL) and extremely low
(G200 CD4+ T cells/KL) CD4+ T-cell counts, this increase
being already significant at week +2 of therapy for the latter
group (P = 0.001). Despite this, ART was unable to normalize
the absolute number of CD4+ T cells even after 1 year of
therapy (P e 0.001; Fig. 1A). Regarding CD8+ T cells, ART
induced a rapid and significant increase in their absolute
numbers in the group with less than 200 CD4+ T cells/KL,
remaining significantly increased after 1 year of ART when
compared with AHVs (P = 0.003; Fig. 1B). In the group with
more than 200 CD4+ T cells/KL, CD8+ T lymphocytes were
also increased at week +52 as compared with AHVs (P = 0.05;
Fig. 1B) but at significantly lower numbers than those of the
HIV-1Ypositive patients with less than 200 CD4+ T cells/KL
(P = 0.02). Altogether, these changes following therapy led

to a uniformly higher PB CD4/CD8 T-cell ratio in both
groups of patients (Fig. 1C), which still remained below
normal levels at week +52 (P e 0.001).

As expected, a significant reduction (P e 0.02) in
HIV-1 RNA load was observed at week +2 of ART in both
patient groups, becoming undetectable from week +8 in all
the cases with more than 200 CD4+ T cells/KL and from
week +12 in all but one case for the group with less than
200 CD4+ T cells/KL (Fig. 1D).

The actual P values for those differences reaching
statistical significance are shown in Table 2.

Effect of ART on the Distribution of PB
Monocytes and DCs

Overall, both groups of HIV-1Ypositive patients
showed a normal distribution of monocytes and total
DCs in PB before ART; however, after 1 year of
therapy, both cell populations were significantly in-
creased in the group with less than 200 CD4+ T cells/KL
(P e 0.002), but not in patients with more than 200 CD4+

T cells/KL, as compared with AHVs (Figs. 2A and B).
A more detailed analysis of the different DC subsets
showed marked abnormalities; accordingly, mDCs and
pDCs were severely decreased before therapy in both
groups of patients (P G 0.05). After ART, the number of
mDCs and pDCs normalized in both groups of patients,
although the restoration in pDC counts was only
achieved by week +52 of ART (P = 0.03 vs basal
numbers; Figs. 2C and E). Although the number of PB
CD16+ DCs was within the normal range in both groups
of patients before therapy, a marked increase of this DC

TABLE 2. (Continued) Statistical Calculations

Groups of Subjects and Time Points Compared (wk)

G200 CD4+ HIV-1YPositive Patients 9200 CD4+ HIV-1YPositive Patients

% Of IL-6+ monocytes 0 vs AHVs (P = 0.002); +2 vs AHVs (P = 0.03); +4 vs AHVs (P =
0.03); +8 vs AHVs (P = 0.004); +52 vs 0 (P = 0.05);
+52 vs +8 (P = 0.03)

0 vs AHVs (P = 0.05); +4 vs AHVs
(P = 0.03)

% Of IL-6+ mDCs 0 vs AHVs (P = 0.05)

% Of IL-6+ CD16+ DCs 0 vs AHVs (P G 0.001); +2 vs AHVs (P = 0.01); +4 vs AHVs (P =
0.001); +4 vs 0 (P = 0.05); +8 vs AHVs (P = 0.03); +12 vs
AHVs (P = 0.02); +52 vs AHVs (P = 0.04); +52 vs 0
(P = 0.05); +52 vs +2 (P = 0.05)

0 vs AHVs (P = 0.01); +4 vs AHVs
(P = 0.03); +8 vs AHVs (P = 0.03);
+52 vs wk 0 (P = 0.05)

% Of IL-6+ pDCs 0 vs AHVs (P = 0.05); +8 vs AHVs
(P = 0.05)

% Of TNF->+ monocytes 0 vs AHVs (P = 0.01); +4 vs AHVs (P = 0.02); +52 vs 0
(P = 0.03); +52 vs +4 (P = 0.04); +52 vs +12 (P = 0.04)

0 vs AHVs (P = 0.05); +2 vs 0
(P = 0.04)

% Of TNF->+ CD16+ DCs 0 vs AHVs (P = 0.02); +2 vs AHVs (P = 0.03); +4 vs AHVs
(P = 0.01); +8 vs AHVs (P = 0.01); +12 vs AHVs (P = 0.03)

0 vs AHVs (P = 0.01); +2 vs AHVs
(P = 0.02); +2 vs 0 (P = 0.05); +4 vs 0
(P = 0.03); +8 vs 0 (P = 0.02)

% Of TNF->+ pDCs +8 vs AHVs (P = 0.05)

% Of IL-1A+ CD16+ DCs 0 vs AHVs (P = 0.04)

% Of IL-8+ CD16+ DCs +2 vs 0 (P = 0.04); +8 vs +2 (P = 0.04); +12 vs +2 (P = 0.04)

% Of IL-12+ pDCs 0 vs AHVs (P = 0.03)

The Mann-Whitney U and Wilcoxon signed rank nonparametric testsVfor unpaired and paired samples, respectivelyVwere used for the evaluation of the statistical significance of
the differences observed between groups of individuals. P values 0.05 or less were considered to be associated with statistical significance.
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subset in PB was observed at week +52 in the group
with less than 200 CD4+ T cells/KL (P G 0.05; Fig. 2D),
contributing to the overall increased number of total
DCs observed for these patients at week +52 (Table 2
shows the actual P values for those differences reaching
statistical significance).

ART-induced Changes on the Expression of
Chemokine Receptors on
PB Monocytes and DCs

The CXCR1 and/or CXCR2 IL-8 chemokine receptors
were exclusively expressed by PB monocytes and mDCs. Before
ART, the percentage of CXCR1+ and CXCR2+ monocytes was
slightly reduced in both groups of HIV-1Ypositive patients (P 9
0.05). After therapy, a marked increase in the percentage of both
CXCR1+ and CXCR2+ monocytes was observed at week +52 in
the group with less than 200 CD4+ T cells/KL (P e 0.03 vs week
+2), with no significant changes for the patients with more than
200 CD4+ T cells/KL (Figs. 3A and B). In turn, the proportion of
CXCR2+ mDCs before therapy was significantly decreased in

both groups of HIV-1Ypositive individuals (Pe 0.05). Although
ART induced a slight increase in the percentage of CXCR2+

mDCs, particularly in the group with less than 200 CD4+

T cells/KL, it constantly remained below normal levels in both
patient groups during the whole follow-up period (Fig. 3C).

A variable percentage of PB monocytes and DCs from all
individuals studied expressed CXCR4 (Figs. 3D-G). The
proportion of both CXCR4+ CD16+ DCs and monocytes was
similar to that of AHVs and remained stable during ART
(Figs. 3D and F); by contrast, a significant reduction in the
percentage of CXCR4+ mDCs (P G 0.05) and CXCR4+ pDCs
(P e 0.002) was observed before therapy (Figs. 3E and G).
Although a partial recovery of CXCR4 expression on pDCs was
observed after 1 year of ART, the percentage of CXCR4+ mDCs
remained constantly reduced with respect to AHVs (P e 0.02).

In all individuals, CCR5 was exclusively expressed by
PB mDCs and pDCs (Figs. 3H and I), all mDCs from AHVs
and HIV-1Ypositive patients being constantly CCR5+.
Before therapy, the mean amount of CCR5 expressed per
mDC in HIV-1Ypositive individuals was normal (Fig. 3H),

FIGURE 2. Distribution of PB monocytes and DC subsets from AHVs and HIV-1Ypositive individuals before therapy (time 0) and
at weeks +2, +4, +8, +12, and +52 after starting ART, grouped according to the absolute number of PB CD4+ T cells. Notched
boxes represent 25th and 75th percentile values; the line in the middle and the vertical lines correspond to the median value
and both the 10th and 90th percentiles, respectively. Hatched boxes correspond to AHVs. White and gray boxes represent
HIV-1Ypositive patients with extremely low (G200 CD4+ T cells/KL) and low (9200 CD4+ T cells/KL) PB CD4+ T-cell counts at
the moment of entering the study, respectively. Panels A and B represent the absolute number of PB monocytes and total DCs,
respectively; panels C to E represent the absolute number of PB myeloid DCs, CD16+ DCs, and plasmacytoid DCs, respectively.
¶: P e 0.05 vs AHVs; *: P e 0.05 vs time 0; #: P e 0.05 vs week +2 of ART; &: P e 0.05 vs week +4 of ART; +: P e 0.05 vs week +8 of ART;
g: P e 0.05 vs week +12 of ART.
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whereas it was significantly reduced among pDCs from the
group with less than 200 CD4+ T cells/KL (P = 0.02; Fig. 3I).
From week +2, ART induced a complete normalization of
CCR5 expression on pDCs (Fig. 3I), together with a
significant transient drop (P G 0.05) in the amount of CCR5
expressed per mDC, particularly within the group with
less than 200 CD4+ T cells/KL, which was recovered at
week +52 (Fig. 3H).

The actual P values for those differences reaching
statistical significance are shown in Table 2.

Effect of ART on Spontaneous Ex Vivo Secretion
of Inflammatory Cytokines by PB Monocytes
and DCs

PB monocytes and DCs from AHVs showed no
spontaneous ex vivo secretion of inflammatory cytokines. By

FIGURE 3. Expression of the CXCR1, CXCR2, CXCR4, and CCR5 chemokine receptors by PB monocytes and DC subsets from
AHVs and HIV-1Ypositive individuals before therapy (time 0) and at weeks +2, +4, +8, +12, and +52 after starting ART,
grouped according to the absolute number of PB CD4+ T cells. Notched boxes represent 25th and 75th percentile values; the line
in the middle and the vertical lines correspond to the median value and both the 10th and 90th percentiles, respectively.
Hatched boxes correspond to AHVs. White and gray boxes represent HIV-1Ypositive patients with extremely low (G200 CD4+

T cells/KL) and low (9200 CD4+ T cells/KL) PB CD4+ T-cell counts at the moment of entering the study, respectively. Panels A,
B, and D show the percentage of CXCR1+, CXCR2+, and CXCR4+ monocytes, respectively. Panels C and E display the percentage of
CXCR1+ and CXCR2+ myeloid DCs, respectively. In panel H, the mean amount of CCR5 expressed per myeloid DC (MFI) is shown,
and panel F represents the percentage of CXCR4+ CD16+ DCs. Panels G and I display the percentage of CXCR4+ and CCR5+

plasmacytoid DCs, respectively. In all groups of individuals studied, CD16+ DCs and plasmacytoid DCs were constantly negative for
both CXCR1 and CXCR2, whereas CCR5 was constantly absent on monocytes and CD16+ DCs. ¶: P e 0.05 vs AHVs; *: P e 0.05 vs
time 0; #: P e 0.05 vs week +2 of ART; &: P e 0.05 vs week +4 of ART; +: P e 0. 05 vs week +8 of ART; g: P e 0.05 vs week +12 of ART.
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contrast, PB monocytes and DCs from HIV-1Ypositive
individuals showed different patterns of spontaneous ex vivo
production of inflammatory cytokines, varying according to cell
type, patient group, and time of analysis (Fig. 4 and Table 2).
Before ART, PB monocytes and CD16+ DCs from both groups
of HIV-1Ypositive patients showed a significant spontaneous
secretion of IL-6 and TNF-> (Pe 0.05; Figs. 4A, E, C, and G). In
addition, at this time point, CD16+ DCs from the group with
more than 200 CD4+ T cells/KL also secreted significant
amounts of IL-1A (P = 0.04; Fig. 4K). After starting ART,

spontaneous production of IL-6 and TNF-> by PB monocytes
and CD16+ DCs progressively decreased in both groups;
however, significant spontaneous secretion of IL-6 by CD16+

DCs was still detected in the group with less than 200 CD4+ T
cells/KL 1 year after starting ART (P = 0.03; Fig. 4C). Although
spontaneous production of IL-6 by mDCs was totally absent in
the group with more than 200 CD4+ T cells/KL at time 0, mDCs
from the group with less than 200 CD4+ T cells/KL produced
significant amounts of this cytokine (P = 0.05), which dropped
to undetectable levels after ART (Fig. 4B).

FIGURE 4. Spontaneous ex vivo secretion of the IL-6 (panels A to D), TNF-> (panels E to H), IL-1A (panels I to K), IL-8 (panels L to
N), and IL-12 (panel O) inflammatory cytokines by PB monocytes and DC subsets from HIV-1Ypositive individuals, grouped
according to the absolute number of PB CD4+ T cells. Notched boxes represent 25th and 75th percentile values; the line in the
middle and the vertical lines correspond to the median value and both the 10th and 90th percentiles, respectively. White and
gray boxes represent HIV-1Ypositive patients with extremely low (G200 CD4+ T cells/KL) and low (9200 CD4+ T cells/KL)
PB CD4+ T-cell counts at the moment of entering the study, respectively. ¶: P e 0.05 vs AHVs; *: P e 0.05 vs time 0;
#: P e 0.05 vs week +2 of ART; &: P e 0.05 vs week +4 of ART; +: P e 0.05 vs week +8 of ART; g: P e 0.05 vs week +12 of ART.
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Interestingly, transient secretion of IL-8 (P = 0.04)
and IL-1A (P = 0.08) by CD16+ DCs from the group with
less than 200 CD4+ T cells/KL and of IL-6 (P 9 0.05) by
mDCs from the group with more than 200 CD4+ T cells/KL
was observed at week +2 and at weeks +2 and +4 of ART,
respectively (Figs. 4B, K, and N), disappearing thereafter.

Although pDCs from the group with more than 200
CD4+ T cells/KL showed a significantly increased production
of IL-6 (P = 0.05) and IL-12 (P = 0.03) at time 0 and of IL-6
(P = 0.05) and TNF-> (P = 0.05) at week +8, ART was able to
completely abrogate spontaneous production of IL-6 and
TNF-> by pDCs from week +8 and of IL-12 from week +12
in this group of HIV-1Ypositive patients (Figs. 4D, H, and O).

DISCUSSION
ART has proven to be highly effective on decreasing

viral load and inducing a significant recovery of CD4+ T cells
in HIV-1Ypositive individuals,3,4 as also found in the present
study. Despite this, a limited long-term reconstitution of PB
CD4+ T cells was observed, according to previous reports,
in which HIV-1Ypositive patients at advanced disease stages
were studied.5,32,33 In addition, high levels of CD8+ T lym-
phocytes were detected before ART, and they did not
normalize after 1 year of therapy, even increasing over initial
numbers. Despite its beneficial effects, it is well established
that ART is unable to eradicate HIV-1, as viral replication is
still detected in patients receiving therapy.9Y11 The persis-
tence of abnormally low CD4+ T-cell counts and high CD8+

T-cell counts in HIV-1Ypositive patients might reflect
ongoing low-grade viral replication, persistence of the
virus, and antiYHIV-1 cytotoxic immune responses; alterna-
tively, it could simply represent the continuous disturbance of
T-cell homeostasis characteristic of HIV-1 infection. Of note,
the abnormalities in the distribution of both T-cell subsets
were more pronounced in the group with less than 200 CD4+

T cells/KL, supporting the notion that a better immune
reconstitution can be achieved when ART is initiated at
earlier stages of infection.34Y37

Increasing evidences support the notion that DCs may
play an important role in HIV-1 infection either because they
are infected by HIV-1 or because of their impaired ability to
stimulate antigen-specific T cells.17Y20 However, few studies
have investigated the effect of ART on the number and
functionality of PB DCs in HIV-1Ypositive patients23Y25,31

and their potential role on the defective ART-induced
immune recovery. As previously reported,21 before therapy,
both groups of HIV-1Ypositive individuals showed significant
abnormalities in the number, phenotype, and functionality of
circulating PB DCs. Interestingly, these alterations varied
between the different subsets of DCs. Accordingly, whereas
PB mDCs and pDCs were severely decreased and showed
abnormally low expression of CXCR2/CXCR4 and CXCR4/
CCR5 chemokine receptors, respectively, no numerical and
phenotypic alterations were detected for PB CD16+ DCs and
monocytes. Whether the decreased mDC and pDC counts in
HIV-1Ypositive individuals is a consequence of an increased
DC death or sequestering to lymph nodes, where active viral
replication is occurring, remains unclear. Regardless of this,

our results show a complete normalization of the number and
phenotype of PB mDCs and pDCs in both groups of patients
after 1 year of ART. Of note, restoration of pDC numbers was
a late event as compared with that of mDCs, whose absolute
number rapidly normalized in both patient groups. Such
different kinetics of DC recovery could reflect distinct
mechanisms of depletion from PB during active viremia. In
contrast to mDCs and pDCs, before initiating ART, the
number of circulating PB CD16+ DCs was within the normal
range. This could be related to the fact that CD16+ DCs show
a unique CCR5j/DC-SIGN+ phenotype, which could prevent
them from being infected by both macrophage-tropic and T-
cell line-tropic HIV-1 strains because of lack of expression of
the CCR5 HIV-1 coreceptor38,39 and the high avidity of DC-
SIGN for viral gp-120,40 which may prevent both gp-
120YCD4YCXCR4 interaction and cell infection. After
1 year of ART, the number of PB monocytes and CD16+

DCs was significantly increased in the group with less than
200 CD4+ T cells/KL. Whether this specific increase is due to
a direct effect of HIV-1 on both cell subsets, to a general
activation of the immune system characteristic of HIV-1
infection, or to a late effect of ART remains to be elucidated.
In any case, it should be noted that the specific expansion of
CD16+ DCs is not exclusive of HIV-1 infection because they
have been shown to be also increased in other systemic
inflammatory disorders.41,42

Ligand-receptor interaction induces rapid internaliza-
tion of chemokine receptors and initiation of signaling
responses.43Y45 This phenomenon might contribute to explain
the reduced expression of chemokine receptors on mDCs and
pDCs, reflecting down-modulation after interacting with the
corresponding ligand. In addition, the abnormally low
CXCR4 expression on mDCs and pDCs before ART could
be directly related to HIV-1 infection, as supported by the
strong negative correlation observed between HIV-1 RNA
load and the percentage of both CXCR4+ mDCs (r2 = j0.92;
P G 0.001) and CXCR4+ pDCs (r2 = j0.70; P = 0.04) for the
group with more than 200 CD4+ T cells/KL. In turn, the
decreased expression of CCR5 on pDCs found in the group
with less than 200 CD4+ T cells/KL could also reflect
maturation of DCs as a consequence of their interaction with
HIV-1 because maturation of DCs has been associated with
down-modulation of CCR5 expression.46 ART induced a
complete normalization of the levels of CCR5 on pDCs. In
line with these results, Giovannetti et al47 have shown that the
production of the regulated on activation, normal T expressed
and secreted (RANTES) and macrophage inflammatory
protein (MIP)-1> CC chemokines decreased after ART,
getting closer to normal levels. In contrast, the pattern of
expression of the CXC chemokine receptors remained altered
even after 1 year of ART, being consistent with an increased
expression of CXCR1+ and CXCR2+ on monocytes from the
group with less than 200 CD4+ T cells/KL and a decreased
reactivity for CXCR2 on mDCs and CXCR4 on mDCs and
pDCs in both patient groups. Overall, these findings may be
related to the persistence of residual viral replication in
lymphoid organs and a sustained recruitment of antigen-
presenting cells, including monocytes, to sites of inflamma-
tion. Further studies are required to elucidate whether the
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altered expression of chemokine receptors represents an
irreversible feature of advanced HIV-1 infection or it could be
normalized after longer periods of ART with suppression of
viremia.

DCs obtained from HIV-1Ypositive patients or pulsed in
vitro with high doses of HIV-1 have been shown to produce
inflammatory cytokines when exposed to different stimuli.48,49

As previously reported,21 PB monocytes and DCs from our
HIV-1Ypositive patients produced detectable amounts of
inflammatory cytokines in the absence of exogenous stimula-
tion before starting ART, supporting the existence of an in vivo
activation of the immune system in untreated patients. The
pattern of secretion of inflammatory cytokines was different in
the 2 groups of patients analyzed; we found a more pronounced
activation state in the group with more than 200 CD4+ T cells/
KL, particularly as regards pDCs, which might reflect a better
ability of the immune system to respond to HIV-1 infection in
less immunocompromised patients. After ART, spontaneous
production of inflammatory cytokines progressively decreased
in both groups of patients, being completely abrogated in the
group with more than 200 CD4+ T cells/KL after 1 year of
therapy, indicating that a partial immune reconstitution can be
achieved in HIV-1Ypositive patients receiving ART. However,
our results also show that despite the ART-induced suppression
of plasmatic viremia to undetectable levels, significant
spontaneous secretion of IL-6 by CD16+ DCs (and, to a lesser
extent, of IL-6 by monocytes and of TNF-> by CD16+ DCs)
could still be detected even after 1 year of therapy in the group
with less than 200 CD4+ T cells/KL. Moreover, we found a
strong inverse correlation between the amounts of IL-6 and
TNF-> spontaneously secreted by monocytes and CD16+

DCs and the percentage of CXCR2+ (r2 = j0.89, P = 0.004;
and r2 = j0.75, P = 0.03, respectively) and CXCR4+ (r2 =
j0.79, P = 0.02; and r2 = j0.76, P = 0.03, respectively)
mDCs, supporting that the production of these cytokines
could account for the persistent alterations in the expression
of chemokine receptors observed. It should be noted that, in
HIV-1 infection, secretion of inflammatory cytokines has
been shown to induce viral replication in CD4+ T
lymphocytes48,50 and recruitment of resting CD4+ T cells
into sites of inflammation,51Y53 contributing to the spread of
the infection. If we take into account that both CD16+ DCs
and monocytes were also abnormally increased in the PB
from patients with less than 200 CD4+ T cells/KL after ART,
this would even enhance the negative effects of a persistently
increased in vivo secretion of inflammatory cytokines in this
patient group.

Altogether, these results point to the existence of a
distinct pattern of pathophysiological alterations in the
immune system depending on the PB CD4+ T-cell level
even after ART is administered; under 200 CD4+ T cells/KL,
the persistent activation and failure of the immune system to
control HIV-1 infection could be responsible for the
accelerated course of the disease.
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Las alteraciones observadas en la capacidad de producción de citocinas 

por monocitos y células dendríticas de origen mieloide de sangre periférica de 

pacientes VIH-1+ sometidos a tratamiento antirretroviral se relacionan con la 

recuperación de los niveles de células T CD4+ y con la co-infección por el virus 

de la hepatitis C. 

 

INTRODUCCIÓN: Las citocinas son moléculas efectoras de gran importancia en el 

inicio, mantenimiento y regulación de las respuestas inmunitaria e inflamatoria, y son 

esenciales en la comunicación entre las células presentadoras de antígeno y los linfocitos. En 

los últimos años, se ha demostrado ampliamente la existencia de alteraciones significativas en 

la producción de citocinas inflamatorias por las células del sistema inmune de pacientes 

infectados por el virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1). Pese a ello, los estudios 

disponibles hasta la fecha en cuanto a la producción de citocinas por las células dendríticas de 

sangre periférica (SP) en la infección por el VIH-1 han proporcionado resultados discrepantes e 

incluso contradictorios. Por otra parte, existe un gran desconocimiento acerca del efecto del 

tratamiento antirretroviral (TAR) sobre la capacidad funcional de las células dendríticas para 

producir citocinas inflamatorias en estos pacientes. 

OBJETIVO: En el presente trabajo hemos analizado el efecto del TAR sobre la 

capacidad de producir citocinas inflamatorias, ex vivo, por parte de los monocitos y las células 

dendríticas de origen mieloide de SP de individuos VIH-1+. 

MATERIAL Y MÉTODOS: Para ello, hemos analizado un total de 32 pacientes VIH-1+, 

agrupados en función del número absoluto de linfocitos T CD4+ de SP en el momento de su 

inclusión en el estudio, en sujetos con <200 células T CD4+/µl de SP e individuos con >200 

células T CD4+/µl de SP. Como controles se analizaron muestras de SP de 10 adultos sanos 

(AS). Los estudios se realizaron previamente a la instauración del TAR y a las 2, 4, 8, y 12 

semanas desde el inicio del tratamiento, con el objeto de evaluar su efecto sobre la capacidad 

de producción de citocinas a corto plazo. Además, se repitieron los estudios al año de 

tratamiento, con el fin de evaluar el efecto del TAR a largo plazo. El análisis de la producción 

de citocinas inflamatorias por las células dendríticas de origen mieloide –células CD33+++ (en 
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adelante “CD mieloides”) y células HLA-DR+/CD16+/CD14-/+débil (en adelante “CD CD16+”)– y 

monocitos de SP se realizó mediante citometría de flujo, sobre células cultivadas durante 6 

horas a 37ºC, en presencia de lipopolisacárido (LPS), interferón-gamma (IFN-γ) y brefeldina A. 

La técnica de citometría de flujo empleada para la evaluación de la producción de citocinas nos 

permitió realizar el marcaje simultáneo de antígenos de membrana y de las citocinas 

producidas a nivel citoplasmático, en las distintas subpoblaciones celulares objeto de estudio. 

Además, evaluamos la concentración de citocinas inflamatorias presentes en plasma de 

pacientes VIH-1+ en el momento de su inclusión en el estudio y a las 12 y 52 semanas tras el 

inicio del TAR, utilizando el reactivo comercial BD™ Human Inflammation Cytometric Bead 

Array (Becton Dickinson Biosciences, San José, CA). 

RESULTADOS: De forma previa al inicio del TAR, el porcentaje de monocitos 

productores de citocinas inflamatorias tras estimulación estaba ligeramente reducido en ambos 

grupos de pacientes VIH-1+ (<200 y >200 células T CD4+/µl de SP). Tras el inicio del 

tratamiento, observamos una disminución transitoria y significativa de la producción de IL-6, IL-

12 e IL-8 en el grupo de pacientes con >200 CD4+/µl (p<0.05). Merece destacar que, tras un 

año de TAR, se detectó un patrón de secreción de citocinas muy diferente en cada uno de los 

dos grupos de pacientes. Así, mientras que el porcentaje de monocitos que producían IL-1β, IL-

6, IL-8 y TNF-α estaba reducido de forma significativa en los pacientes con >200 células T 

CD4+/µl de SP (p<0.05), éste era normal, o estaba incluso incrementado en el caso de la IL-8, 

en el grupo de pacientes más inmunodeprimidos (<200 linfocitos T CD4+/µl de SP). Respecto a 

las CD mieloides, previamente al tratamiento, observamos una proporción incrementada de 

células productoras de IL-12, y una cantidad media de IL-6 y TNF-α producida por célula 

significativamente mayor en los pacientes con >200 células T CD4+/µl de SP (p<0.05). Tras el 

inicio del TAR, el porcentaje de células IL-12+ fue aumentando progresivamente a lo largo del 

tratamiento en ambos grupos de pacientes, manteniéndose incrementado al cabo de un año 

(p<0.05); en este momento del tratamiento, el porcentaje de células productoras de IL-6 e IL-8, 

así como la cantidad media producida por célula de todas las citocinas inflamatorias analizadas 

–incluyendo la IL-12–, estaba reducida en los pacientes con >200 células T CD4+/µl de SP 

(p<0.05), siendo normal en los sujetos más inmunodeprimidos.  
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En cuanto a las CD CD16+, al comienzo del estudio observamos una proporción 

incrementada de células productoras de IL-8 e IL-12 en los pacientes con >200 células T 

CD4+/µl de SP (p<0.05). Tras el inicio de la terapia, observamos un incremento progresivo de 

la proporción de células que producían IL-1β, IL-6, IL-12 y TNF-α en los casos más 

inmunodeprimidos, permaneciendo ésta incrementada al año del inicio del TAR (p<0.05). Por el 

contrario, aunque el porcentaje de células IL-12+ estaba aumentado al año de tratamiento en 

los individuos con >200 células T CD4+/µl de SP, tanto el porcentaje de células productoras de 

otras citocinas inflamatorias, como la cantidad media de cada citocina producida por célula, se 

encontraban significativamente reducidos en estos pacientes (p<0.05).  

En función de estos resultados, analizamos la posible asociación entre la recuperación 

de los niveles de linfocitos T CD4+ al año de TAR, la presencia de co-infección por el virus de 

la hepatitis C (VHC) y la producción alterada de citocinas inflamatorias tras estimulación in vitro. 

Así comprobamos que, entre los pacientes más inmunodeprimidos, únicamente los casos que 

mostraron una buena recuperación del número de células T CD4+ en SP al año de tratamiento, 

tenían incrementada su capacidad de producción de citocinas frente a un estímulo externo 

(p<0.05). Merece destacar que en este grupo de pacientes, la co-infección por el VHC no tenía 

influencia en la producción de citocinas. Por el contrario, en los pacientes VIH-1+ menos 

inmunodeprimidos (>200 células T CD4+/µl de SP), solamente aquellos casos que presentaban 

co-infección por el VHC tenían claramente disminuida su capacidad de producción de citocinas 

inflamatorias (p<0.05).  

Además, nuestros resultados pusieron de manifiesto la existencia de una fuerte 

correlación negativa entre la concentración de IL-8 en plasma y el porcentaje de monocitos y 

CD CD16+ productoras de IL-8, de forma previa al inicio del TAR y durante el tratamiento, en el 

caso de los pacientes con <200 células T CD4+/µl de SP y de los individuos con >200 linfocitos 

T CD4+/µl de SP, respectivamente. 

CONCLUSIONES: La capacidad de producción de citocinas inflamatorias en respuesta 

a un estímulo exógeno por parte de los monocitos y células dendríticas de origen mieloide de 

individuos infectados por el VIH-1 no tratados se encuentra alterada. Tras la administración de 

TAR, la recuperación parcial de la capacidad funcional de las células inflamatorias de SP está 
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asociada a la reconstitución de los niveles de linfocitos T CD4+ de SP en los pacientes más 

inmunodeprimidos (<200 células CD4+/µl SP), y a la presencia de co-infección por el VHC en el 

caso de los individuos menos inmunodeprimidos (>200 células CD4+/µl SP). 
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Abstract: HIV-1 infection is associated with dysregulation of cytokine production by peripheral blood (PB) monocytes and dendritic 
cells (DC), but controversial results have been reported. We aimed to analyze the effect of antiretroviral therapy (ART) on the in vitro 
production of inflammatory cytokines by PB-stimulated monocytes and DC of myeloid origin –CD33high+ myeloid DC (mDC) and 
CD33+/CD14-/dim+/CD16high+ DC– from HIV-1+ patients and its relationship with CD4+ T-cell recovery and co-infection with hepatitis C 
virus (HCV). In vitro cytokine production was analyzed at the single cell level in 32 HIV-1+ patients, grouped according to the number 
of CD4+ T-cells/μl in PB (<200 CD4 versus >200 CD4). Patients were tested prior to therapy and at weeks +2, +4, +8, +12 and +52 after 
ART. Prior to ART, production of IL-6, TNF-  and IL-12 by mDC and of IL-8 and IL-12 by CD16+ DC was significantly increased 
among >200 CD4 patients. After one year of ART, increased production of IL-8 by monocytes, of TNF-  by mDC and of IL-1 , IL-6 
and TNF-  by CD16+ DC was specifically observed among <200 CD4 HIV-1+ individuals showing a high recovery of PB CD4+ T-cell 
counts. In turn, we found that the significantly reduced percentage of IL-1 , IL-6, IL-8 and TNF- -producing monocytes and of IL-6 and 
IL-8-producing mDC and CD16+ DC, as well as the significantly diminished mean amount of IL-6 produced per monocyte, mDC and 
CD16+ DC and of IL-12 produced per CD16+ DC observed at week +52 for the >200 CD4 patients, were related to the presence of co-
infection with HCV. In summary, HIV-1+ individuals show abnormal production of inflammatory cytokines by PB-stimulated mono-
cytes and DC of myeloid origin even after one year of ART, such abnormalities being associated with the degree of recovery of PB CD4+ 
T-cell counts in more immunocompromised patients and HCV co-infection in more immunocompetent HIV-1+ individuals. 

Keywords: Dendritic cells, inflammatory cytokines, HIV-1 infection, antiretroviral therapy, CD4+ T-cell recovery, HCV co-infection. 

INTRODUCTION 

 Dendritic cells (DC) are specialized antigen-presenting cells 
(APC) that play a crucial role in linking innate and adaptive immunity 
and possess a unique ability to stimulate naive T-cells [7, 32]. Two 
major subsets of DC have been well characterized in peripheral blood 
(PB) samples from adult subjects: myeloid (mDC) and plasmacytoid 
DC (pDC) [11]. A third subset of CD4+/CD33+ DC has been charac-
terized in PB by our group and others [2, 16, 27, 40]; this DC subset 
also derives from a myeloid progenitor cell [14], and typically shows 
a high expression of Fc RIII (CD16) –absent in the other PB DC 
subsets–, and reactivity for DC-SIGN (CD209) –a C-type lectin ex-
clusively expressed by DC [13]– together with an important stimula-
tory capacity for naive T-cells in mixed allogeneic cell cultures [37]. 
In early stages of infection, DC are considered to be among the first 
target cells for HIV, due to their localization at mucosal surfaces [24, 
41], and because DC express CD4, CXCR4 and CCR5, which are 
essential for the virus entry into the cell. Despite discrepant results 
exist [39], several studies have shown that DC can be infected by 
HIV, both in vitro and in vivo [10, 17, 28]; this might help to explain 
their impaired ability to stimulate allogeneic T-cell proliferative re-
sponses [10], as well as their abnormally increased spontaneous pro-
duction of inflammatory cytokines, observed even after one year of 
antiretroviral therapy (ART) [3, 4]. 

 Cytokines are important effector molecules in the initiation, 
maintenance and regulation of inflammatory and immune responses, 
and are essential for the communication between APC and T-cells 
[33, 36]. Dysregulation of the cytokine network in HIV-infected indi-
viduals is well documented, as well as its role in the impairment of 
cell-mediated immune responses in these patients [5, 12, 23]. Accord-
ingly, an increased production of IL-12p70, IL-1  and TNF-  by 
monocyte-derived DC (MDDC) infected in vitro with HIV and ma-
tured with classical stimuli such as CD40 ligand (CD40L) or 
lipopolysaccharide (LPS), has been reported [22, 26]. However, these 
findings could not be confirmed by other groups who have shown  
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that MDDC stimulated with either LPS or CD40L and exposed to 
HIV glycoprotein (gp)-120 produced lower levels of IL-12 and/or 
TNF-  [15, 42]. Furthermore, other studies have shown a normal 
pattern of cytokine production by LPS or CD40L-matured MDDC 
infected in vitro with HIV or exposed to recombinant Nef [9, 35]. 
Thus, the effect of HIV infection on the functionality of DC, as re-
gards their ability to secrete cytokines in response to CD40L or LPS, 
remains controversial and requires further investigation. Although 
initiation of ART leads to a marked reduction of the abnormally high 
production of inflammatory cytokines by peripheral blood mononu-
clear cells (PBMC) and monocytes from HIV+ patients [5, 44], little 
is known about the long-term effect of ART on the ability of in vitro 
stimulated PB DC from HIV+ individuals to produce inflammatory 
cytokines. 

 The aim of the present study is to analyze the effects of ART on 
the in vitro production of inflammatory cytokines by PB mDC, 
CD16+ DC and monocytes in a cohort of chronically-infected, 
newly-diagnosed HIV-1+ patients, followed for a period of one year 
of ART. 

MATERIAL AND METHODS 

 Patients and samples: PB samples from 32 newly-diagnosed 
HIV-1+ patients who had not previously received ART were ana-
lyzed. According to PB CD4+ T-cell counts prior to therapy, patients 
were grouped as: 1) cases with <200 CD4+ T-cells/μl (n= 20; 63%) 
(named <200 CD4) and 2) patients with >200 CD4+ T-cells/μl (n= 
12; 37%) (named >200 CD4). Among <200 CD4 and >200 CD4 
HIV-1+ patients, 9 cases (45%) and 8 cases (67%) were co-infected 
with hepatitis C virus (HCV), respectively. Tables 1 and 2 show addi-
tional information about the clinical, immunological and virological 
characteristics of the whole series of patients, and of those co-infected 
with HCV, respectively. HIV-1+ individuals with concomitant acute 
diseases related to their immunodeficiency were excluded from the 
study. In addition, PB samples from 10 age- and gender-matched 
adult healthy volunteers (AHV) were analyzed, as normal controls. 

 Patients were sequentially tested prior to therapy (time 0) and at 
weeks +2, +4, +8 and +12 of ART, to closely analyze the very early 
changes on cytokine production by APC after initiating treatment; 
then, the final analysis was performed at week +52 (one year) after 
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initiating ART, to evaluate the changes observed at long term. Treat-
ment consisted of two nucleoside reverse transcriptase (RT) inhibitors 
plus either efavirenz or ritonavir-potentiated indinavir (Table 1). Of 
note, none of the patients included in this study received therapy for 
HCV infection. The degree of PB CD4+ T-cell count recovery was 
analyzed by calculating, for each individual patient, the ratio between 
the number of CD4+ T-lymphocytes at week +52 of therapy and the 
number of CD4+ T-cells prior to ART. An arbitrary ratio of <5 and 
>20 was considered to reflect a low and high recovery of PB CD4+ 
T-cell counts, respectively. 

 EDTA- and heparin-anticoagulated PB samples were collected by 
venipuncture after informed written consent was given by the indi-
viduals, according to the guidelines of the Ethical Committee of the 
University Hospital (Salamanca, Spain). 

 In vitro analysis of cytokine production by PB monocytes and 

DC of myeloid origin: In vitro production of inflammatory cytokines 
by PB monocytes and myeloid DC –CD33high+ myeloid DC (mDC) 
and CD33+/CD14-/dim+/CD16high+ DC– was analyzed at the single cell 
level, using a well-established technique that combines four-color 
stainings for the specific identification of PB monocytes and DC, 
with the measurement of intracellular cytokine production on eryth-
rocyte-lysed whole blood [1, 8]. Briefly, 500μl of heparin-
anticoagulated PB were placed in a tube, to which 100ng/ml of LPS 
from Escherichia coli (serotype 055:B5; Sigma, St Louis, MO) and 
10ng/ml of human recombinant IFN-  (Promega, Madison, WI) were 
added for the specific stimulation of PB monocytes and DC of mye-
loid origin. In addition, 10μg/ml of Brefeldin A (BFA; Sigma, St 
Louis, MO) were added to block cytokine secretion [8]. A non-
stimulated aliquot of each sample, also containing BFA and proc-

Table 1. Baseline Clinical, Immunological and Virological Features of HIV-1+ Patients Grouped According to the Absolute Number of PB CD4
+
 

T-Cells/μ l Prior to ART 

 

HIV-1+ patient group  

<200 CD4
+
 T-cells/μl (n= 20) >200 CD4

+
 T-cells/μl (n= 12) 

Age (y) 42±11 (26-63) 35±6 (27-48) 

Sex (M/F) 15/5 7/5 

Duration of HIV-1 infection (y) 4±5 (0-15) 5±5 (0-12) 

N. of CD4
+
 T-cells/μl 74±57 (4-176) 316±202 (210-881) 

Plasma HIV-1 RNA load (n. of copies/ml) 143x103 ±189x103 
(8x103-820x103) 

46x103 ± 49x103 
(0.4x103-130x103) 

N. of cases co-infected with HCV 9 (45%) 8 (67%) 

Clinical status (% of cases )  A (24%) 
B (29%) 
C (47%) 

A (30%) 
B (50%) 
C (20%) 

Type of ART (% of cases) 2 NA+EFV (66%) 
2 NA+RTV+IDV (34%) 

2 NA+EFV (89%) 
2 NA+RTV+IDV (11%) 

Age, CD4+ T-cell counts, viral load and duration of HIV-1 infection are expressed as mean±one standard deviation; range is shown between brackets. 
Clinical status according to the Centers for Disease Control and Prevention (CDC) classification. 

HCV: Hepatitis C virus; ART: antiretroviral therapy; NA: nucleoside analogue; EFV: efavirenz; RTV: ritonavir; IDV: indinavir. 

Table 2. Characteristics of HIV-1+ Patients Co-Infected with Hepatitis C Virus (HCV), According to the Absolute Number of PB CD4
+
 T-Cells/μ l 

Prior to ART 

 

Patient group  

HIV-1
+
/HCV

+
 patients with <200 CD4

+
 T-cells/μl (n= 9) HIV-1

+
/HCV

+
 patients with >200 CD4

+
 T-cells/μl (n= 8) 

Duration of HCV infection (y) 7±3 (2-12)  8±3 (4-12)  

Plasma HCV RNA load (UI/ml)  

 
  

Prior to ART 314x104 ±675x104 
(0.1x104-1810x104) 

190x104 ±254x104 
(0.5x104-610x104) 

 After one year of ART 579x104 ±817x104 
(0.1x104-1950x104) 

355x104 ±539x104 
(5x104-1150x104) 

HCV genotype  
(number of cases) 

1a (3) 
1b (1) 
3 (2) 

ND (3) 

1a (5) 
3 (1) 
4 (1) 

ND (1) 

Liver status (number of cases) CH (5) 
CC (1) 
N (3) 

CH (4) 
CC (1) 
N (3) 

ALT (IU/ml) 71±69 
(16-213) 

44±25 
(21-91) 

Other diseases causing hepatitis  
(number of cases) 

PHB (6) 
PHB, alcohol (3) 

PHB (4) 
PHB, alcohol (3) 
PHB, PDH (1) 

Treatment for HCV infection  
(before and/or during follow-up) 

None None 

Duration of HCV infection, viral load and alanine aminotransferase (ALT) levels are expressed as mean±one standard deviation; range is shown between brackets. 
5 and 2 HIV-1+/HCV+ patients with <200 and >200 CD4+ T-cells/μl, respectively, were infected before 1990, thus in these cases duration of infection could not be determined, since no diagnostic test was available to 

diagnose HCV infection before that time. 
ND: not determined; CH: chronic hepatitis (chronic alanine-aminotransferase elevation); CC: compensated cirrhosis; N: normal (sustained normal or intermittently elevated alanine-aminotransferase levels); PHB: past 
hepatitis B; PHD: past hepatitis D. 
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essed in parallel in an identical way, was used as baseline control for 
cytokine production. Afterwards, samples were incubated for 6h at 
37ºC in a 5%CO2 and 95% humidity, sterile environment, as previ-
ously described in detail [1]. Once this incubation period was fin-
ished, cells were stained with 20μl of the Dendritic Cell Exclusion 
Kit (a commercial kit which includes fluorescein isothiocyanate 
(FITC)-conjugated CD3, CD14, CD19 and CD56 reagents; Cytog-
nos, Salamanca, Spain), 20μl of anti-HLA-DR-peridinin chlorophyll 
protein (PerCP; clone L243, Becton Dickinson Biosciences (BDB), 
San Jose, CA) and 5μl of CD33-allophycocyanine (clone LeuM9, 
BDB). After gently mixing, cells were incubated for 15 min in the 
darkness (room temperature) and subsequently washed in 2ml of 
PBS. Afterwards, cells were fixed, permeabilized and stained with 
monoclonal antibodies (MAb) directed against different human in-
flammatory cytokines, using the Fix & Perm reagent (Invitrogen, 
Carlsbad, CA), as recommended by the manufacturer. MAb reagents 
used to detect human inflammatory cytokines were as follows: anti-
IL-6-phycoerithrin (PE; clone MQ2-6A3; PharMingen); anti-IL-12- 
PE (clone C11.5; PharMingen); tumor necrosis factor (TNF)- -PE 
(clone Mab11; PharMingen); anti-IL-1 -PE (clone AS10; BDB) and 
anti-IL-8 (anti-CXCL8)-PE (clone AS14; BDB). An isotype-matched 
PE-conjugated MAb was used as negative control. Once stained and 
washed, samples were acquired in two consecutive steps in a 
FACSCcalibur flow cytometer (BDB), using the CellQUEST soft-
ware (BDB): in the first step, information about 105 events corre-
sponding to the whole PB cellularity was collected per test (Fig. 1A); 
in the second step, information about a minimum of 3x105 events 

from total PB cells included in an electronic live-gate containing only 
HLA-DR+ cells, was stored (Fig. 1B); in this electronic gate, informa-
tion on at least 3x103 DC was collected. For data analysis, the Paint-
A-Gate PRO software (BDB) was used. PB monocytes were identi-
fied by their high expression of CD33 and CD14 antigens (Fig. 1C). 
DC were identified as HLA-DR+/ lineage-/+dim cells (Fig. 1D), with 
forward light scatter (FSC) versus (vs) sideward light scatter (SSC) 
characteristics intermediate between those of PB lymphocytes and 
monocytes (Fig. 1E). As we have previously shown [2] that the three 
subsets of PB DC show different levels of expression of CD33 and 
HLA-DR, both markers were used to distinguish among them in PB 
samples (Fig. 1F). For the evaluation of cytokine production, both the 
percentage of positive cells within each cell subset and their mean 
fluorescence intensity (MFI; after subtracting the MFI obtained for 
the corresponding isotype-matched negative control), were calculated 
[1]. 

 Quantification of inflammatory cytokines in the plasma of 
HIV-1+ patients: Quantification of soluble inflammatory cytokines 
was performed on plasma samples prior to ART (time 0) and then at 
weeks +12 and +52 after starting therapy. The BD  Cytometric 
Bead Array (CBA) immunoassay system (BDB) was used to simulta-
neously quantify the concentration of IL-1 , IL-6, IL-12, TNF-  and 
IL-8 in plasma samples, using the BD Human Inflammation CBA Kit 
(BDB). Briefly, 50μl of plasma were incubated for 1.5h at room tem-
perature in the dark with 50μl of a mixture of anti-cytokine mono-
clonal antibody (MAb)-coated beads. Afterwards, samples were 
washed once (5 min at 200g) and incubated in the presence of the 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. (1). Immunophenotypic analysis of human peripheral blood (PB) monocytes and dendritic cell (DC) subsets. Panels A and B show the two-step data 
acquisition strategy employed for the analysis of the different subsets of PB monocytes and DC: in the first step (Panel A) information about around 5x104 
events/test, corresponding to the whole sample cellularity, was stored. In the second step (Panel B) information was collected only for those events included in an 
electronic live-gate drawn in the SSClo/int/HLA-DR+ fraction. PB monocytes were identified by their high reactivity for the CD14 and CD33 antigens (Panel C). 
Total DC were identified as HLA-DR++/ lineage-/+dim cells (Panel D), with a forward light scatter (FSC) versus sideward light scatter (SSC) characteristics interme-
diate between those of PB lymphocytes and monocytes (Panel E). Panel F shows the gating strategy used for the phenotypic identification of the three subsets of PB 
DC, based on their different reactivity for CD33 and HLA-DR: DC of myeloid origin –CD33high+/HLA-DRhigh+ myeloid DC (mDC) (red dots) and CD33+/HLA-
DR+ CD16high+ DC (blue dots)–, and CD33-/dim+/HLA-DR++ plasmacytoid DC (pDC) (black dots). 
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appropriate PE-conjugated anti-cytokine antibody detector, under the 
same conditions as those described above. Then, samples were 
washed and immediately acquired in a FACSCcalibur flow cytometer 
using the CellQUEST software. Information was stored for at least 
300 events corresponding to each bead population analyzed per sam-
ple. For data analysis, the Paint-A-Gate PRO and the BD CBA soft-
ware (BDB) were used. The MFI value for the PE-associated fluores-
cence was recorded for each population of cytokine capture-beads. 

 Standard curves developed from the measurement of different 
known concentrations of human inflammatory cytokine standards for 
each cytokine measured were used to quantify the corresponding 
captured cytokines following the technical instructions of the manu-
facturer, as previously reported [38]. Standard curves were plotted 
(cytokine calibrator concentration versus PE MFI) using a four-
parameter logistic curve fitting model (BD CBA software). A total of 
12 standards for each cytokine were used at concentrations ranging 
from 0 to 10000pg/ml. The amount of the cytokine present in the 
plasma was considered to be directly proportional to the MFI of the 
corresponding bead population measured in fluorescence channels 
(relative linear arbitrary units scaled from 0 to 104). The specific con-
centration of each cytokine analyzed was determined through the 
comparison of the MFI of unknown samples to the standard curve. 

 Statistical methods: Mean values and their standard deviations 
as well as median, range, 25th and 75th percentiles and 95% confi-
dence intervals, were calculated for each variable using the SPSS 
software (SPSS 12.0, Chicago, IL). The statistical significance of the 
differences observed between groups was determined using the non-
parametric Mann-Whitney U and Wilcoxon signed rank tests for 
unpaired and paired samples, respectively. Linear correlations were 
tested by using the Spearman rank method. P values 0.05 were con-
sidered to be associated with statistical significance. 

RESULTS 

 In vitro production of inflammatory cytokines by PB mono-

cytes from HIV-1+ patients under ART: Prior to ART, the per-
centage of PB monocytes producing IL-1 , IL-6, IL-8, TNF-  and 
IL-12 after in vitro stimulation with LPS+IFN-  was within the lower 
normal range for both the <200 and >200 CD4 HIV-1+ patient 
groups (p>0.05) (Fig. 2A-E). Similarly, no differences were found at 
this time-point as regards the mean amount of cytokines produced per 
monocyte (measured as MFI values) in HIV-1+ patients with respect 
to AHV (Fig. 3A-E). After starting ART, a marked drop in the per-
centage of monocytes producing IL-6 (p= 0.008) and IL-12 (p= 0.04) 
was observed at week +2 for the >200 CD4 patient group (Fig. 2B,E). 
Accordingly, a diminished mean amount of IL-6 produced per mono-
cyte was observed at this time point for >200 CD4 patients (p= 0.03 
and p= 0.02 vs AHV and basal levels, respectively) (Fig. 3B); in addi-
tion, a transient drop in the amount of TNF-  produced by PB stimu-
lated monocytes was also observed for >200 CD4 HIV-1+ patients at 
week +2 of ART, reverting to normal levels thereafter (p= 0.02 vs 
basal levels) (Fig. 3D). From week +2 on, ART induced a slight re-
covery towards normal levels of the proportion of cytokine producing 
PB monocytes until week +12 of ART, although a reduced mean 
amount of IL-1  (p= 0.03 vs AHV) (Fig. 3A) and of IL-12 (p= 0.02 
vs basal levels) (Fig. 3E) produced per monocyte could be observed 
for the >200 CD4 HIV-1+ patients at week +8 of ART. Interestingly, 
a different pattern of production of inflammatory cytokines by stimu-
lated PB monocytes was observed at week +52 for the two patient 
groups. Accordingly, the percentage of PB monocytes producing IL-
1  (p= 0.04), IL-6 (p= 0.002), IL-8 (p= 0.01) and TNF-  (p= 0.03) 
was significantly reduced among the >200 CD4 HIV-1+ patients 
(Fig. 2A-D), whereas a normal percentage of PB monocytes produc-
ing the inflammatory cytokines analyzed was observed at this time 
point for the <200 CD4 group, except for IL-8, whose levels were 
significantly increased (p= 0.03 vs AHV) (Fig. 2C). In turn, a dimin-
ished mean amount of all inflammatory cytokines analyzed –
including IL-12– produced per monocyte was observed for the >200 
CD4 HIV-1+ patients after one year of therapy (p  0.001), whereas 

they were within the normal range for the <200 CD4 HIV-1+ patients 
(Fig. 3A-E). 

 In vitro production of inflammatory cytokines by PB DC of 

myeloid origin from HIV-1+ patients under ART: At enrollment 
(time 0), an increased percentage of PB mDC stimulated in vitro with 
LPS+IFN-  producing IL-12 was observed for the >200 CD4 patient 
group (p= 0.03) (Fig. 2J), with normal percentages for the other cyto-
kines; at this time point, an increased mean amount of IL-6 (p= 0.05) 
and TNF-  (p= 0.02) produced per mDC was also observed for this 
HIV-1+ patient group (Fig. 3G,I). Initiation of ART led to a signifi-
cant increase in the percentage of IL-12-producing PB mDC from 
week +8 on for the >200 CD4 patient group (p  0.05) and from week 
+12 on for the <200 CD4 HIV-1+ patients (p  0.05). Despite this, a 
slight drop in the proportion of IL-12-producing mDC was observed 
for the >200 CD4 group at week +52, although it remained signifi-
cantly increased as compared to AHV (Fig. 2J). Of note, although the 
percentage of IL-12 producing PB mDC was increased for the >200 
CD4 HIV-1+ patients, the mean amount of IL-12 produced per mDC 
was significantly reduced among these individuals at week +52 (p= 
0.001) (Fig. 3J). Regarding other cytokines, a transiently increased 
proportion of IL-1  and IL-8 producing PB mDC was observed for 
the <200 CD4 patient group at weeks +2 and +4 of therapy, respec-
tively (p= 0.02 and p= 0.04 vs time 0, respectively) (Fig. 2F,H). By 
contrast, a transient drop in the overall mean amount of IL-6 pro-
duced by mDC was observed at week +2 of ART for the >200 CD4 
patients (p= 0.05) (Fig. 3G). Moreover, after one year of ART the 
percentage of IL-6 (p= 0.03) and IL-8 (p= 0.01) producing PB mDC 
was significantly decreased in the >200 CD4 HIV-1+ patients as 
compared to AHV (Fig. 2G,H). In contrast, no significant changes 
with respect to AHV were detected after one year of ART in the per-
centage of PB mDC producing IL-1  and TNF-  among >200 CD4 
patients. Finally, it should be noted that at week +52 of therapy the 
mean amounts of IL-1  (p= 0.04), IL-6 (p= 0.01), IL-8 (p= 0.002) 
and TNF-  (p= 0.002) produced per mDC were significantly reduced 
for the >200 CD4 HIV-1+ patients (Fig. 3F-I), whereas <200 CD4 
patients showed an increased mean amount of TNF-  produced by 
mDC at this time point (p= 0.04) (Fig. 3I). 

 Regarding CD16+ DC, an increased percentage of IL-8 and IL-12 
producing cells was detected for the >200 CD4 HIV-1+ patients prior 
to ART (p= 0.04) (Fig. 2M,O). At this time point, the mean amount 
of IL-8 (p= 0.04) (Fig. 3M) and of IL-12 (p= 0.04) (Fig. 3O) pro-
duced per CD16+ DC were also increased for the <200 CD4 and 
>200 CD4 HIV-1+ patients, respectively. ART induced a significant 
and gradual increase of the percentage of IL-12 producing CD16+ 
DC over time for both patient groups, this percentage remaining sig-
nificantly increased over normal values at week +52 of therapy for 
both the <200 CD4 (p= 0.005) and >200 CD4 (p= 0.04) cases (Fig. 
2O). However, despite the percentage of IL-12 producing PB CD16+ 
DC was increased at week +52 for both the >200 CD4 and <200 CD4 
HIV-1+ patients, the mean amount of IL-12 produced per CD16+ DC 
was significantly reduced after one year of ART for the former group 
(p= 0.001), while it was within the normal range for the latter group 
(Fig. 3O). Regarding other cytokines, ART led to a marked increase 
in the percentage of stimulated PB CD16+ DC that produced IL-1  
and TNF-  (p< 0.05), which, together with IL-6, remained signifi-
cantly increased even after one year of ART among <200 CD4 HIV-
1+ patients (p< 0.006) (Fig. 2K,LN). In contrast, at this time point, 
>200 CD4 individuals showed a significantly decreased proportion of 
IL-6- and IL-8-producing PB CD16+ DC as compared to AVH (p< 
0.03) (Fig. 2L,M); accordingly, the mean amount of IL-1 , IL-6 and 
TNF-  produced per PB CD16+ DC was significantly reduced for 
this patient group at week +52 of ART (p  0.002) (Fig. 3K,L,N). 

 Recovery of PB CD4+ T-cell counts at week +52 of ART, co-
infection with hepatitis C virus (HCV) and production of in-

flammatory cytokines by PB monocytes and DC of myeloid ori-

gin: In order to gain further insights into the potential explanations 
for the altered patterns of in vitro cytokine production by PB mono- 
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cytes and DC of myeloid origin detected for both HIV-1+ patient 
groups at week +52 of therapy, we analyzed the relationship between 
both the degree of recovery of PB CD4+ T-cell counts after one year 

of ART and the presence of HCV co-infection, and the in vitro ability 
of stimulated PB monocytes and DC of myeloid origin to produce 
inflammatory cytokines. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. (2). Percentage of LPS+IFN -stimulated PB monocytes and DC of myeloid origin (mDC and CD16+ DC) from HIV-1+ infected patients, grouped 

according to the absolute number of CD4+ T-cells in PB, producing inflammatory cytokines at different time-points: prior to therapy (time 0) and at 

weeks +2, +4, +8, +12 and +52 after starting antiretroviral therapy (ART). Panels A to O show the ART-induced time-dependent variations of the percentage 
of cytokine-producing PB monocytes and DC. Notched-boxes represent 25th and 75th percentile values; the line in the middle and the vertical lines correspond to the 
median value and both the 10th and 90th percentiles, respectively. Hatched boxes correspond to AHV. White boxes and grey boxes represent HIV-1+ patients with 
extremely low (<200 CD4+ T-cells/μl) and low (>200 CD4+ T-cells/μl) PB CD4+ T-cell counts at the moment of entering the study, respectively. 

: p  0.05 vs adult healthy volunteers (AHV). 

+: p  0.05 vs basal levels (time 0). 
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Fig. (3). Amount of inflammatory cytokines produced by LPS+IFN -stimulated PB monocytes and DC of myeloid origin (mDC and CD16+ DC) from 

HIV-1+ infected patients, grouped according to the absolute number of CD4+ T-cells in PB, prior to therapy (time 0) and at weeks +2, +4, +8, +12 and +52 

after starting antiretroviral therapy (ART). Panels A to O show the ART-induced time-dependent variations on the mean amount of cytokines produced per PB 
monocyte and DC, measured as mean fluorescence intensity (MFI; arbitrary units scaled from 0 to 1024). Notched-boxes represent 25th and 75th percentile values; 
the line in the middle and the vertical lines correspond to the median value and both the 10th and 90th percentiles, respectively. Hatched boxes correspond to AHV. 
White boxes and grey boxes represent HIV-1+ patients with extremely low (<200 CD4+ T-cells/μl) and low (>200 CD4+ T-cells/μl) PB CD4+ T-cell counts at the 
moment of entering the study, respectively. 

: p  0.05 vs adult healthy volunteers (AHV). 

+: p  0.05 vs basal levels (time 0). 
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 Our results showed that among the <200 CD4 HIV-1+ individu-
als, only those cases who had a high recovery of CD4+ T-cell counts 
in PB (56% of the cases; mean CD4+ T-cell recovery ratio of 54±24) 
had both a significantly increased proportion of IL-1 , IL-6 and TNF-

-producing PB CD16+ DC and of IL-8-producing PB monocytes, as 
well as an increased mean amount of TNF-  produced per mDC, no 
significant differences from AHV being found for the <200 CD4 
HIV-1+ patients with a low CD4+ T-cell recovery (44% of the cases; 
mean CD4+ T-cell recovery ratio of 2.9±0.9) (Fig. 4A-E). It should 
be noted that the increased production of inflammatory cytokines was 
not influenced by the presence of HCV co-infection in this group of 
patients (data not shown). 

 All >200 CD4 HIV-1+ patients showed a relatively low recovery 
of their CD4+ T-lymphocyte counts (mean CD4+ T-cell recovery 
ratio of 1.7±0.7). Interestingly however, the percentage of stimulated 
PB monocytes that produced IL-1 , IL-8 and TNF-  at week +52 of 
ART was significantly reduced among those >200 CD4 HIV-1+ indi-
viduals who were co-infected with HCV, while it was normal for the 
HIV-1+/HCV- cases (Fig. 4F,H,I); only the proportion of IL-6-
producing PB monocytes was found to be significantly reduced in 
both HCV+ and HCV- individuals within the >200 CD4 HIV-1+ 

patient group (Fig. 4G). Similarly, reduced percentage of IL-6 and 
IL-8-producing PB mDC and CD16+ DC at week +52 of ART was 
also restricted to those >200 CD4 HIV-1+ patients who were co-
infected with HCV (Fig. 4J-M). It should be noted that the signifi-
cantly increased percentage of IL-12-producing mDC found at week 
+52 of ART for the >200 CD4 HIV-1+ patients was restricted to 
those cases not co-infected with HCV (p= 0.03 vs AHV), being nor-
mal for HCV co-infected patients (82±18 vs 58±24 for >200 CD4 
HIV-1+/HCV- and >200 CD4 HIV-1+/HCV+ cases, respectively). 
Regarding the significantly reduced mean amount of cytokines pro-
duced –measured as MFI values– by these cell subsets after one year 
of ART for the >200 CD4 HIV-1+ patients, only the mean amount of 
IL-6 produced by PB monocytes, mDC and CD16+ DC and that of 
IL-12 produced by CD16+ DC, were found to be significantly re-
duced among those patients co-infected with HCV (p  0.01 vs AHV), 
while they were normal for the >200 CD4 HIV-1+/HCV- cases; no 
differences were found between >200 CD4 HIV-1+/HCV+ and >200 
CD4 HIV-1+/HCV- cases regarding the mean amount of cytokine 
produced per cell for the other cytokines and/or cell subsets analyzed 
(data not shown). However, it should be noted that although the mean 
amount of IL-12 produced per mDC at week +52 of therapy was 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. (4). Cytokine production by PB monocytes and DC of myeloid origin (mDC and CD16+ DC) at week +52 of ART after in vitro stimulation with 

LPS+IFN-  in <200 CD4+ HIV-1+ patients (grouped according to the degree of recovery of CD4+ T-cell counts in PB after one year of ART), in >200 

CD4+ HIV-1+ patients (grouped according to the existence or not of hepatitis C virus (HCV) co-infection), and in adult healthy volunteers (AHV). 

Notched-boxes represent 25th and 75th percentile values; the line in the middle and the vertical lines correspond to the median value and the 10th and 90th percentiles, 
respectively. In panels A to E, grey boxes and white boxes represent <200 CD4+ HIV-1+ patients with high and low CD4+ T-cell recovery, respectively; hatched 
boxes correspond to AHV. In panels F to M, grey boxes represent >200 CD4+ HIV-1+ patients co-infected with HCV (HIV-1+/HCV+) and white boxes represent 
>200 CD4+ HIV-1+ patients not co-infected with HCV (HIV-1+/HCV-); hatched boxes correspond to AHV. 
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significantly reduced for both the >200 CD4 HIV-1+/HCV+ and 
>200 CD4 HIV-1+/HCV- cases, those patients co-infected with HCV 
showed a trend to have a more markedly decreased production of IL-
12 by mDC (37±12; p= 0.004 vs AHV) than the >200 CD4 HIV-
1+/HCV- cases (149±180; p= 0.03 vs AHV). Although ART was 
unable to restore the number of CD4+ T-cells in PB towards normal 
levels after one year of therapy, those >200 CD4 HIV-1+ patients 
who were HCV- showed a trend (p= 0.16) to have a better overall 
recovery of CD4+ T-cell counts than HCV+ cases: 448±129 vs 
308±112 CD4+ T-cells/μl of PB, respectively. 

 Plasma concentration of inflammatory cytokines and its rela-
tionship with the percentage of cytokine producing PB monocytes 

and DC of myeloid origin: Overall, no statistically significant dif-
ferences were observed in the plasma concentration of the inflamma-
tory cytokines analyzed, neither between the two HIV-1+ patient 
groups nor among the different time-points evaluated (time 0 and 
weeks +12 and +52 of ART), except for a transiently increased con-
centration of sIL-12 at week +12 detected among the <200 CD4 pa-
tients (p= 0.05) (Table 3). Despite this, clear correlations were ob-
served between the plasma concentration of specific cytokines and 
the percentage and/or the MFI of cytokine-producing monocytes 
and/or DC of myeloid origin in PB. Accordingly, prior to ART a 
negative correlation was found between the concentration of sIL-8 in 
plasma and the percentage of stimulated PB CD16+ DC producing 
IL-8 for the <200 CD4 group (r2: -0.51; p= 0.03) (Fig. 5A). Of note, 
both the percentage as well as the absolute number of IL-8-producing 
CD16+ DC were found to be within normal values for <200 CD4 
HIV-1+ patients before starting ART (p> 0.05): 40±46 vs 60±7 and 
20±30 vs 27±8 for the percentage and the absolute number (cells/μl) 
of IL-8-producing cells among <200 CD4 HIV-1+ patients and AHV, 
respectively. Interestingly however, in this HIV-1+ patient group a 
strong positive correlation was found between the concentration of 
sIL-8 in plasma and the mean amount of IL-8 produced per CD16+ 
DC at this time point (r2: 0.86; p= 0.001) (Fig. 5B). It should be noted 
that the mean amount of IL-8 produced per CD16+ DC was signifi-
cantly increased for <200 CD4 HIV-+1 patients prior to therapy (p= 
0.04 vs AHV). During therapy (week +12 and week +52 of ART), the 
percentage of IL-12+/CD16+ DC showed a direct correlation with 
sIL-12 plasma levels for the <200 CD4 patients (r2: 0.44; p= 0.02) 
(Fig. 5C), whereas we found a negative correlation between the con-
centration of sIL-8 in plasma and the percentage of IL-8-producing 
PB monocytes for the >200 CD4 HIV-1+ patients during ART (r2: -
0.46; p= 0.03) (Fig. 5E); of note, both the percentage and the absolute 
number of IL-8-producing monocytes, as well as the mean amount of 
IL-8 produced per monocyte were significantly decreased (p  0.02) 
among >200 CD4 patients at week +52 of ART: 28±33 vs 88±13, 
99±124 vs 353±99, and 27±3 vs 68±32, for the percentage, absolute 
number (cells/μl) and mean amount (MFI) of IL-8 produced per 
monocyte for the >200 CD4 HIV-1+ patients and AHV, respectively. 
After one year of therapy, strong positive correlations were found 
between the amount of sIL-8 and both the percentage of stimulated 
PB CD16+ DC producing IL-8 (r2: 0.85; p= 0.007) (Fig. 5D), and the 
mean amount of IL-8 produced per mDC (r2: 0.84; p= 0.04) (Fig. 5F), 
for the <200 CD4 and the >200 CD4 HIV-1+ patient groups, respec-
tively. 

DISCUSSION 

 HIV-1 infection has been associated with significant dysregula-
tion of the cytokine network, which contributes to the pathogenesis of 
HIV-1/AIDS disease by impairing cell-mediated immunity [3, 5, 12, 
23]. Since APC play a crucial role in the stimulation of T-cell de-
pendent immune responses through secretion of cytokines [46], the 
existence of abnormalities in the ability of stimulated APC to produce 
cytokines could be partially responsible for the functional impairment 
of T-cells observed in HIV-1+ patients. In line with this, we observed 
an increased production of IL-12 by in vitro stimulated PB mDC and 
CD16+ DC from HIV-1+ patients showing >200 CD4+ T-cells/μl of 

PB; in addition, increased production of IL-6 and TNF-  by  
 

LPS+IFN- -stimulated PB mDC and of IL-8 by stimulated CD16+ 
DC, was also detected in this patient group prior to ART, whereas PB 
CD16+ DC from <200 CD4 HIV-1+ patients showed production of 
increased amounts of IL-8. In turn, production of all inflammatory 
cytokines analyzed by PB monocytes was within the normal range, 
independently of the PB CD4+ T-cell counts. 

 Currently, the effect of HIV-1 infection on DC functionality is 
poorly understood, and conflicting data exists about the ability of 
HIV-1-infected DC or DC isolated from HIV-1+ patients to produce 
cytokines after stimulation with CD40L and/or LPS [9, 15, 22, 26, 35, 
42], which might be due, among other reasons, to the existence of 
significant differences between the level of DC infection, the type of 
stimuli used, the purity and maturation status of the DC analyzed, or 
the cohort of patients studied. It should be noted that the majority of 
studies performed used PB monocytes differentiated into DC after 
cultured in the presence of high concentrations of GM-CSF and IL-4, 
which likely affect DC functionality; in contrast, we analyzed the 
pattern of production of inflammatory cytokines by LPS+IFN- -
stimulated PB DC ex vivo, which probably reflects more closely what 
occurs in vivo. On the other hand, our results confirm previous obser-
vations showing an increased production of IL-12 by LPS-stimulated 
whole-blood cells from asymptomatic HIV-1+ patients [25], as well 
as from CD40L-stimulated MDDC either infected in vitro with HIV-
1 or exposed to gp-120 [22, 48], providing evidence that increased 
production of IL-12 could be specifically associated with cases show-
ing higher (>200 cells/μl) CD4+ T-cell counts in PB; in turn, our 
results argue against the possibility that PB DC could be potential 
candidates contributing to the deficit of IL-12 observed in HIV-1+ 
disease, as previously hypothesized [15]. 

 Although the introduction of ART has led to decreased mortality 
and morbidity rates among HIV-1+ individuals, immune recovery is 
not complete in ART-treated patients [21, 45]. Persistent dysregula-
tion of APC functions might contribute to the incomplete recovery of 
the immune system in HIV-1+ patients receiving ART. To our 
knowledge, this is the first study in which the effects of ART on the 
ability of PB stimulated-monocytes and DC of myeloid origin from 
HIV-1+ patients to produce inflammatory cytokines are investigated 
at the single cell level, allowing the analysis of the kinetics of those 
functional changes in the cytokine production profile occurring in 
these cell subsets. Overall, no substantial changes were observed 
early after starting ART, except for an early transient drop in IL-6 and 
IL-12 production by both PB monocytes and mDC from less im-
munocompromised cases, and an increased proportion of IL-1 -
producing PB CD16+ DC from week +2 of ART for the <200 CD4+ 
patients. From this time-point on, no major changes were detected 
until the last follow-up time-points, marked differences being ob-
served at week +52 of ART between both HIV-1+ patient groups as 
regards cytokine production by PB monocytes and DC of myeloid 
origin. Interestingly, the increased proportion of both IL-1 , IL-6 and 
TNF- -producing PB CD16+ DC and IL-8-producing PB monocytes, 
as well as the increased amount of TNF-  produced by PB mDC 
observed after one year of ART, was exclusively restricted to those 
<200 CD4 HIV-1+ individuals showing a high recovery of CD4+ T-
cell counts in PB. In line with this, reduced production of inflamma-
tory cytokines by LPS-stimulated whole-blood cells has recently been 
associated with disease progression and increased mortality risk in 
HIV-1+ patients [31], suggesting that the increased production of 
inflammatory cytokines found in HIV-1+ patients with higher recov-
ery of CD4+ T-cell numbers could reflect an improved ability of PB 
monocytes and DC to respond to an exogenous stimulus. In contrast, 
production of inflammatory cytokines by stimulated PB monocytes 
and DC of myeloid origin was found to be significantly decreased at 
week +52 of ART for the less immunocompromised (>200 CD4) 
HIV-1+ patients; interestingly, this finding was clearly related to the 
co-existence of HCV infection in the case of the percentages of cyto-
kine-producing cells, the proportion of inflammatory cytokine-
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producing cells being within the normal range for the non-co-infected  
 

cases. Despite discrepant results have been reported [25, 43], impair-
ment of the maturation and functionality of DC from chronic HCV+ 

individuals has been observed [6, 19, 20], and the functional abnor-
malities of APC have been proposed to play a role in the persistence 
of HCV infection [19]. The effect of HCV co-infection on the out-
come of HIV-1+ patients treated with ART remains controversial and 
is supported by few data [18, 43, 44]. Since HCV infection induces 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. (5). Correlation between the concentration of inflammatory cytokines in plasma and the percentage of cytokine producing PB monocytes and DC of 

myeloid origin and/or the mean amount of cytokines produced per cell, after in vitro stimulation with LPS+INF , among HIV-1 infected patients grouped 

according to the absolute number of CD4+ T-cells in PB. Panels A and B display the correlations found prior to ART for the <200 CD4 HIV-1+ patients be-
tween soluble (s)IL-8 plasma levels and both the percentage of IL-8-producing PB CD16+ DC and the mean amount of IL-8 produced per CD16+ DC. Panels C 
and D show the correlations observed for the <200 CD4 HIV-1+ patients between sIL-12 plasma levels and the percentage of IL-12-producing PB CD16+ DC 
during ART, and between sIL-8 in plasma and the percentage of IL-8 producing PB CD16+ DC at week +52 of ART, respectively. In panels E and F the correla-
tions found for the >200 CD4 HIV-1+ patients between sIL-8 and both the percentage of IL-8-producing PB monocytes during ART, and the mean amount of IL-8 
produced per mDC at week +52 of ART, are shown. 
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an hyperactivation of the immune system [29], and ART does not 
reduce HCV replication [34], it could be expected that the immune 
activation promoted by HCV co-infection would persist in HIV-1+ 
patients receiving ART. Therefore, this could lead to immunologic 
exhaustion upon further stimulation of DC subsets of myeloid origin 
and monocytes, which might explain the reduced proportion of cells 
that produced inflammatory cytokines after stimulation in vitro with 
LPS+IFN-  observed for the >200 CD4 HIV-1+/HCV+ patients. In 
line with this, it should be noted that none of the patients included in 
this study received specific treatment for HCV infection, and that a 
clear increase in the plasma HCV RNA load was observed for these 
patients at week +52 of ART (p= 0.1). These findings, together with 
the inhibitory effects of ART on HIV replication, could also contrib-
ute to explain why the effects of HCV co-infection on DC function 
only became evident after ART. Further studies in which HIV-
1+/HCV+ patients receiving both ART and anti-HCV therapy are 
included, together with a control group consisting of HIV-1-/HCV+ 
patients, will contribute to clarify the precise role of HCV on cytokine 
production by LPS+IFN- -stimulated APC in these patients. In con-
trast with the >200 CD4 HIV-1+/HCV+ group, we did not find a 
decreased proportion of cytokine-producing PB monocytes and/or 
DC of myeloid origin for the >200 CD4 HIV-1+/HCV- patients. 
Based on this observation, it could be hypothesized that in those pa-
tients in whom HIV-1 infection is likely to be more resolved, such as 
in less immunocompromised (>200 CD4) patients, the negative ef-
fects related to HCV co-infection would be more pronounced. 

 Initiation of ART led to a significant increase in the proportion of 
IL-12-producing DC of myeloid origin. This behavior was observed 
for both stimulated PB mDC and CD16+ DC from weeks +8 and +12 
on, respectively, in both the >200 CD4 and <200 CD4 HIV-1+ pa-
tient groups. The increased proportion of IL-12-producing PB mDC 
and CD16+ DC observed after one year of ART for both patient 
groups might reflect an improvement in terms of immune function, 
since a strong Th-1 response, essential for the induction of cellular 
responses against intracellular infections, could be generated. Moreo-
ver, IL-12 has been shown to down-regulate expression of the CCR5 
HIV-1 co-receptor in human T-lymphocytes through the induction of 

-chemokines [47]; therefore, high levels of IL-12 might help to pre-
vent infection of T-lymphocytes with macrophage-tropic strains of 
HIV-1. In line with this hypothesis, during ART IL-12 production by 
PB stimulated-CD16+ DC showed a significant correlation with the 
plasma concentration of sIL-12, which would support a major role for 
this cell subset in producing IL-12 in <200 CD4 HIV-1+ infected 
individuals under ART. However, it should be noted that although the 
percentage of IL-12-producing PB mDC and CD16+ DC was in-
creased for the >200 CD4 HIV-1+ patients at week +52 of therapy, 
the mean amount of IL-12 produced per mDC and CD16+ DC was 
significantly diminished in comparison with AHV; again, this effect 

was related to the presence of co-infection of HCV. Thus, we could 
hypothesize that in those less immunocompromised HIV-1+ patients 
(>200 CD4) co-infected with HCV, the immune system is able to 
respond to an exogenous stimulus such as LPS or IFN-  in terms of 
increasing the proportion of IL-12-producing cells, however the mag-
nitude of the response (measured as the mean amount of IL-12 pro-
duced per cell) is not adequate. 

 We also found clear correlations, before and after starting ther-
apy, between the presence of sIL-8 in plasma and both the percentage 
of cytokine producing cells as well as the mean amount of cytokine 
produced per cell. Accordingly, prior to ART a negative correlation 
was observed between the concentration of sIL-8 in plasma and the 
percentage of IL-8-producing CD16+ DC for the <200 CD4 HIV-1+ 
patients; however, sIL-8 levels correlated directly with the mean 
amount of IL-8 produced per CD16+ DC in this patient group. This 
could reflect that the presence of sIL-8 in plasma might not be due to 
an increased proportion of IL-8-producing cells, but to greater 
amounts of IL-8 produced by a reduced number of circulating CD16+ 
DC. Similarly, the major sources of sIL-8 in plasma after one year of 
ART seemed to be the CD16+ DC and the mDC subsets for the <200 
CD4 and >200 CD4 HIV-1+ patient groups, respectively. In contrast, 
the negative correlation observed between sIL-8 in plasma and the 
percentage of IL-8-producing PB monocytes for the >200 CD4 HIV-
1+ patients during ART could indicate that monocytes are not major 
contributors to the presence of sIL-8 in plasma in these patients. The 
absence of significant correlations between cytokine producing cells 
and the plasma concentration of the other inflammatory cytokines 
analyzed –except for sIL-12– might reflect that these cytokines are 
maintained in plasma for shorter periods of time than sIL-8. 

 As expected, no significant differences were found between spon-
taneous and stimulated production of inflammatory cytokines by 
pDC, reflecting that the combined use of LPS+IFN-  might not be an 
appropriate stimulus to induce cytokine production by pDC. In fact, it 
has been shown that pDC do not respond well to IFN- , while they 
show higher survival rate in the presence of IL-3 and other stimuli, 
such as enveloped virus and oligodeoxynucleotides (ODNs) [30]. 

 In summary, our results show the existence of abnormalities in 
the production of inflammatory cytokines by PB-stimulated mono-
cytes, mDC and CD16+ DC in HIV-1+ individuals after one year of 
ART, which are associated with the recovery of CD4+ T-cell counts 
in <200 CD4 HIV-1+ individuals and the presence of HCV co-
infection in cases with >200 CD4+ T-cells/μl in PB. 
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Table 3. Plasma Concentration of Soluble Cytokines in HIV-1+ Patients Treated with Antiretroviral Therapy (ART) 

 

  Amount of cytokine (pg/ml) 

Cytokine HIV-1+ patient group Prior to ART (time 0) Week +12 of ART Week +52 of ART 

<200 CD4+ T-cells/μl 59±155 101±265 29±18 
IL-1  

>200 CD4+ T-cells/μl 17±22 24±19 23±20 

<200 CD4+ T-cells/μl 6.1±12 12±24 1.4±2.8 
IL-6 

>200 CD4+ T-cells/μl 1.6±5.4 <0.1+ <0.1+ 

<200 CD4+ T-cells/μl 52±40 68±70 62±55 
IL-8 

>200 CD4+ T-cells/μl 34±32 15±12 44±30 

<200 CD4+ T-cells/μl 1.6±3.6 2±4 0.6±1.7 
TNF-  

>200 CD4+ T-cells/μl 1.8±3.6 1.5±4 1.5±2.4 

<200 CD4+ T-cells/μl 7.3±23 27±90  3.1±3.1 
IL-12 

>200 CD4+ T-cells/μl 1±1.5 2±1.9 1.7±2 
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Relación entre la expresión de CD38 en linfocitos T y monocitos de 

sangre periférica y la respuesta al tratamiento antirretroviral (TAR): estudio 

longitudinal de una serie de pacientes VIH-1+ en fase crónica no tratados 

previamente con TAR.  

 

INTRODUCCIÓN: Los linfocitos T CD8+ y CD4+ de sangre periférica (SP) de individuos 

infectados por el virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1) expresan la molécula 

CD38 en su superficie de forma significativamente más intensa que los linfocitos T normales en 

situación basal, lo que a su vez se ha relacionado con un pronóstico adverso en pacientes VIH-

1+ no tratados con tratamiento antirretroviral (TAR). A pesar de que la administración del TAR 

conlleva una disminución de los niveles de CD38 en linfocitos T CD8+ y CD4+ de SP, el 

tratamiento no consigue restablecer los valores normales de expresión de dicho marcador de 

activación en ambas poblaciones linfocitarias. Por el contrario, el estudio de la expresión de 

CD38 en monocitos de SP de pacientes VIH-1+, así como los cambios inducidos por el TAR 

sobre la misma, han recibido menor atención. 

OBJETIVO: En el presente trabajo hemos cuantificado la expresión de CD38 en 

linfocitos T CD8+, linfocitos T CD4+ y monocitos de SP de un grupo de pacientes VIH-1+ en fase 

crónica de la infección y que no habían sido tratados previamente con TAR. Asimismo, hemos 

estudiado de manera prospectiva los cambios inducidos por el TAR, a corto y a largo plazo, 

sobre la cantidad de moléculas CD38 expresadas en las tres subpoblaciones celulares de SP 

referidas. 

MATERIAL Y MÉTODOS: Hemos analizado un total de 30 pacientes VIH-1+, 

agrupados de acuerdo al número absoluto de linfocitos T CD4+ en SP en el momento de su 

inclusión en el estudio, en: 19 pacientes con <200 células CD4+/µl y 11 pacientes con >200 

células CD4+/µl de SP. Los estudios realizados se llevaron a cabo de forma previa a la 

instauración del TAR, y a las 2, 4, 8, 12 y 52 semanas desde el inicio del mismo. Además, 

como controles se analizaron en paralelo muestras de SP de 10 adultos sanos (AS). La 

identificación y recuento de linfocitos T CD8+ y CD4+ y de monocitos se realizó a partir de 

muestras de SP lisada de hematíes mediante técnica de inmunofluorescencia directa evaluada 
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por citometría de flujo, tras el marcaje de las células con anticuerpos monoclonales en 

combinaciones cuádruples y utilizando microesferas fluorescentes a una concentración 

conocida, para lograr una mayor precisión en el recuento de las poblaciones celulares (método 

de plataforma única). Para la cuantificación de la expresión de CD38 en unidades ABC (del 

inglés “antibody binding capacity”) en cada población celular de SP, se empleó técnica de 

citometría de flujo, tras marcaje de las muestras de SP con CD3/CD38/CD8/CD4; para la 

cuantificación del número de moléculas de CD38 expresadas por célula se utilizó el reactivo 

QuantiBRITE (Becton Dickinson Biosciences –BDB–, San José, CA) y el programa 

informático QuantiCALC (BDB). Con el fin de analizar la posible asociación entre la expresión 

de CD38 –en linfocitos T CD8+ y CD4+ y monocitos de SP– y la respuesta a la terapia, 

realizamos un análisis jerárquico de “clusters” mediante el programa J-Express Pro V2.1 

(MolMine AS, Bergen, Norway); en esta parte del estudio se incluyeron en el análisis las 

siguientes variables: número absoluto de moléculas CD38 expresadas en los linfocitos T CD8+, 

en las células T CD4+ y en los monocitos previamente al inicio del TAR, y los cocientes 

obtenidos específicamente para cada una de estas variables entre la semana 2 de tratamiento 

y el día 0 y entre la semana 4 de tratamiento y el día 0. 

RESULTADOS: Nuestros resultados mostraron que de forma previa al inicio del TAR, 

la expresión de CD38 estaba significativamente aumentada tanto en los linfocitos T CD8+ como 

en los linfocitos T CD4+ y los monocitos de SP en ambos grupos de pacientes VIH-1+, definidos 

de acuerdo al número absoluto de células T CD4+ de SP (p<0.05). Si bien tras el inicio del TAR 

se observó un descenso significativo de los niveles de CD38 –asociado a un incremento del 

número absoluto de linfocitos T CD8+ en el grupo de pacientes >200 células CD4+/µl SP–, la 

expresión de dicho antígeno –al igual que el número de linfocitos T CD8+– continuaba 

incrementada de forma anormal en los linfocitos T CD8+ de SP de pacientes VIH-1+ con carga 

viral indetectable, incluso después de un año de tratamiento (p<0.05). Con respecto a la 

expresión de CD38 en los linfocitos T CD4+ de SP, el inicio del TAR se asoció con un patrón de 

respuesta diferente para cada grupo de pacientes VIH-1+; así, mientras que en los pacientes 

más inmunocomprometidos (<200 células T CD4+/µl de SP), observamos un aumento 

significativo y transitorio del número de moléculas CD38 expresadas en los linfocitos T CD4+ 
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entre las semanas 2 y 4 de tratamiento, que se correlacionaba de forma directa con el 

incremento del número absoluto de linfocitos T CD4+ observado en dicho período (p<0.05), en 

los pacientes con >200 células CD4+/µl de SP, la terapia produjo una disminución significativa y 

rápida de la expresión de CD38 en los linfocitos T CD4+ (p<0.05). Al año de tratamiento, la 

expresión de CD38 en los linfocitos T CD4+ era normal en ambos grupos de pacientes VIH-1+.  

Finalmente, el comienzo del TAR se asoció con un aumento del número de moléculas 

CD38 expresadas en los monocitos de SP hacia la segunda semana de tratamiento, en ambos 

grupos de pacientes VIH-1+, siendo más pronunciado entre los pacientes más 

inmunodeprimidos. En paralelo, ambos grupos de pacientes mostraron un ligero aumento del 

número absoluto de monocitos en SP. A pesar de que posteriormente el TAR consiguió reducir 

la expresión de CD38 en los monocitos de SP, ésta seguía estando anormalmente 

incrementada incluso después de un año de tratamiento (p<0.05). 

El análisis jerárquico de “clusters” confirmó la existencia de una clara asociación entre 

la expresión de CD38 en linfocitos T CD8+, células T CD4+ y monocitos de SP previamente al 

inicio del TAR, los cambios producidos sobre la misma al poco tiempo de iniciarse el 

tratamiento (entre las primeras 2 y 4 semanas), y la respuesta a la terapia –evaluada por la 

presencia o ausencia de carga viral en plasma tras 4 semanas de TAR–. Así, estos parámetros 

fenotípicos permitían clasificar a los pacientes en tres grupos: uno de mal pronóstico (el 88% 

de los casos incluidos en él tenían carga viral detectable en plasma tras 4 semanas de TAR), 

otro grupo de buen pronóstico (el 100% de los casos mostraban niveles de carga viral 

indetectable) y un tercer grupo compuesto por 7 casos, de los cuales 3 tenían carga viral 

detectable a la cuarta semana de tratamiento. Un análisis detallado de las características de 

cada uno de estos grupos de pacientes confirmó que en aquellos individuos VIH-1+ que 

presentaban un aumento más pronunciado de la expresión de CD38 en los linfocitos T CD4+ y 

monocitos de SP al poco tiempo del comienzo del TAR (2 semanas), se observaba con mayor 

frecuencia una desaparición más rápida de la carga viral en plasma. 

CONCLUSIONES: En resumen, nuestros resultados demuestran la utilidad de la 

evaluación cuantitativa de la expresión del antígeno CD38, no solamente en los linfocitos T 

CD8+, sino también en los linfocitos T CD4+ y monocitos de SP, como indicador precoz de la 



María Almeida Parra  Material, Métodos y Resultados 
 

 118

respuesta al tratamiento en pacientes VIH-1+ sometidos a TAR, dado que el patrón general de 

cambios que se observa en la expresión de este marcador al poco tiempo de iniciarse la terapia 

se asocia con el aclaramiento de la carga viral en el plasma de estos individuos. 
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Background: HIV-1 infection has been associated with high expression of CD38 on peripheral blood
(PB) CD81 and CD41 T-cells, which has been related with poor prognosis in untreated HIV-11 patients.
In turn, CD38 expression on PB monocytes from HIV-11 individuals and its behavior after starting antire-
troviral therapy (ART) have been poorly studied.
Methods: CD38 expression on PB CD81 and CD41 T-lymphocytes and monocytes was prospectively

analyzed in 30 ART-naive HIV-11 patients, using a quantitative multiparameter flow cytometry approach.
Patients were tested prior to therapy, and at weeks 12, 14, 18, 112, and 152 after ART.
Results: Prior to ART, CD38 expression was significantly increased on PB CD81 and CD41 T-cells

and monocytes; despite a significant decrease after ART, CD38 expression remained abnormally high on
PB CD81 T-cells and monocytes, even after one year of therapy, in the absence of detectable plasma vi-
ral load. The ART-induced early changes on CD38 expression by PB T-cells and monocytes differed
among the cell subsets analyzed and patient groups, probably reflecting an interaction between the
direct effects of therapy and a redistribution of the PB compartments of T-cells and monocytes. Hierarch-
ical clustering analysis showed that the overall pattern of changes in CD38 expression observed early af-
ter starting ART was predictive of a better response to therapy, not only for PB CD81 T-cells, but also
for CD41 T-cells and monocytes. Accordingly, those HIV-11 patients, who experienced a more pro-
nounced increase in CD38 expression on both PB CD41 T-cells and monocytes after 2 weeks of ART,
showed a more rapid viral clearance, which might reflect decreased HIV-1 replication in lymph nodes
and other tissues, and a partial restoration of hematopoiesis.
Conclusions: Combined quantitative measurement of CD38 expression on PB monocytes, and CD81

and CD41 T-cells is a more useful tool for monitoring HIV-11 patients under ART, rather than quantita-
tion of CD38 expression on PB CD81 T-lymphocytes alone. q 2006 Clinical Cytometry Society

Key terms: CD38 expression; HIV-1; antiretroviral therapy; monocytes; T-lymphocytes; disease progres-
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Chronic immune activation has been pathogenically
associated with HIV-1 disease in untreated patients. Typi-
cally, activation of T-lymphocytes is associated with phe-
notypic changes involving the expression of different cell
surface markers such as CD38 (1–14). An increased ex-
pression of CD38 on CD8þ T-lymphocytes from HIV-1þ
patients was first reported by Giorgi and Detels (5). Since
then, several studies have shown that elevated expression
of CD38 on CD8þ T-cells is a strong adverse prognostic
marker in HIV-1þ patients (6–11), which predicts disease
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progression independent of the plasma viral load and pe-
ripheral blood (PB) CD4þ T-cell counts (7–13). Further-
more, CD38 expression on CD8þ T-cells correlates with
HIV-1 disease progression, and it also predicts further
declines in PB CD4þ T-cells (11,14). Initiation of antiretro-
viral therapy (ART) leads to a dramatic decrease of both
the relative and absolute number of CD8þCD38þ T-cells
in HIV-1þ patients (15–18), and persistence of high num-
bers of CD8þCD38þ T-cells has been associated with
ART failure (19,20). Recent studies have suggested that
persistent upregulation of CD38 expression on CD8þ
T-cells from ART-treated HIV-1þ patients with suppression
of plasma viral load could be used as a marker of residual
viral replication (21,22). Altogether, these findings point
out the potential utility of the measurement of CD38 ex-
pression on CD8þ T-lymphocytes for monitoring HIV-1þ
patients under ART.

CD38 has also been reported as increased on CD4þ
T-lymphocytes from HIV-1þ untreated patients, a high CD38
expression being associated with a poor prognosis (23,
24). Despite a parallel decrease in CD38 expression on
both CD4þ and CD8þ T-cells after starting therapy (15–
18, 25–27), recent studies show that ART fails to normal-
ize expression of CD38 not only on CD8þ, but also on
CD4þ T-cells (25,26); moreover, an increase in the number
of CD4þ T-cells programmed to home into lymph nodes
(CD38þ/CD62Lþ) has been reported to occur in HIV-1þ
patients receiving ART (27). Therefore, although CD4þ
T-cell activation has been associated with disease progres-
sion in HIV-1 infection, its significance in ART-treated
patients remains unclear and requires further investiga-
tions.

In contrast to T-cells, the activation status of PB mono-
cytes in HIV-1þ patients has received less attention.
Recently, it has been shown that upregulation of HLA-DR
expression on PB monocytes correlates with the degree of
PB CD4þ T-cell depletion and predicts for a poor CD4þ

T-cell response in primary infected HIV-1þ patients under
ART (28). Expression of CD38 on PB monocytes from HIV-
1þ patients and its behavior after initiation of ART have
been poorly studied.
In the present study, we have analyzed the effect of ART

on CD38 expression on PB CD4þ and CD8þ T-cells and
monocytes from a cohort of chronically infected, ART--
naive HIV-1þ patients, using quantitative flow cytometry.
Overall, our results showed an increase of CD38 expres-
sion prior to therapy; after ART, important changes on
CD38 expression were noted with varying kinetics for the
different cell populations and patient groups analyzed.
Interestingly, the overall pattern of changes on CD38 ex-
pression on monocytes, CD4þ and CD8þ T-cells observed
early after the initiation of ART showed a predictive value
for the clearance of viral load.

MATERIALS AND METHODS

Patients and Samples

PB samples from 30 asymptomatic HIV-1-infected pa-
tients at different stages of the disease, who were naive
for ART, were studied. At enrolment (time 0), 19 patients
(63%) showed extremely low CD4 counts (<200 CD4þ
T-cells/ml), and 11 cases (37%) had >200 CD4þ T-cells/ml
of PB. The demographic, clinical, and immunological char-
acteristics of both groups of HIV-1þ patients are displayed
in Table 1. Of note, none of the HIV-1þ patients had
underlying opportunistic infections during the 12-month
course of the study. As controls, 10 PB samples from an
identical number of age- and gender-matched HIV-seroneg-
ative adult healthy volunteers (AHV) were studied in paral-
lel. All PB samples were obtained by venipuncture directly
into VacutainerTM tubes containing tripotassium ethylene-
diaminetetraacetic acid (EDTA) as anticoagulant (Becton/
Dickinson -BD- Labware, Franklin Lakes, NJ), after written
informed consent was given by the participants.

Table 1
Baseline Clinical, Immunological and Therapeutic Characteristics of HIV-1þ Patients Before ART

Group of HIV-1þ patients

<200 CD4þ T-cells/ml of PB (n ¼ 19) >200 CD4þ T-cells/ml of PB (n ¼ 11)

Age, median years (IQR) 40 (37–56)a 36 (33–42)
% of males 79% 55%
Median no. of copies of plasma HIV-1

RNA � 103/mL (IQR) 100 � 103 (30.5 � 103 – 165 � 103) 29 � 103 (1.3 � 103 – 94.3 � 103)
Median no. of CD4þ T-cells/mL (IQR) 77 (8–120) 253 (215–301)
Median no. of CD8þ T-cells/mL (IQR) 631 (431–997) 1013 (727–1303)
Median no. of years from diagnosis of

HIV-1 infection (IQR)
1 (0–9) 4 (1–11)

Clinical categoryb, c

A 24% 30%
B 29% 50%
C 47% 20%

Type of ARTc

2 NA þ efavirenz 66% 89%
2 NA þ ritonavir þ indinavir 34% 11%

IQR, interquartile range; ART, antiretroviral therapy; NA, nucleoside analogue.
aValues in parentheses indicate ranges.
bClinical status according to the Centers for Disease Control and Prevention (CDC) classification.
cResults expressed as percentage of patients.
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Patients were sequentially tested at enrolment (time 0)
and at weeks þ2, þ4, þ8, þ12, and þ52 after starting
ART. ART consisted of two nucleoside reverse transcrip-
tase inhibitors plus either efavirenz or ritonavir-potenti-
ated indinavir (Table 1). The study was approved by the
Ethical Committee of the University Hospital (Salamanca,
Spain).

Quantitation of PB T-Lymphocyte Subsets and Monocytes

Identification and enumeration of PB T-lymphocyte sub-
sets and monocytes was performed from EDTA-anticoagu-
lated PB samples, using a direct immunofluorescence,
stain-and-lyse, nonwash, single-platform flow cytometry
technique, as previously described in detail (29). Briefly,
100 ml of a premixed PB sample was stained with CD3-fluo-
rescein isothiocyanate (FITC; clone SK7, Becton Dickinson
Biosciences (BDB), San Jose, CA), CD8-phycoerithrin-cya-
nine 5 (PC5; clone B9.11, Immunotech, Marseille, France),
and CD4-allophycocyanine (APC; clone SK3, BDB). Then,
the samples were incubated for 15 min in the dark at room
temperature, and after this incubation period, 2 ml of the
Quicklysis lysing solution (Cytognos, Salamanca, Spain)
was added, and a further 10-min incubation under the same
conditions as described earlier was performed. Immedi-
ately prior to data acquisition, 100 ml of premixed Perfect-
COUNT beads (Cytognos) were added by reverse-pipetting;
after gentle mixing, samples were run on a FACSCalibur

flow cytometer (BDB), using the CellQuest software (BDB).
Information was acquired in two consecutive steps; first,
105 events/test corresponding to the whole PB cellularity
and the counting beads were collected. In a second step,
information on at least 104 lymphocytes was collected. For
data analysis, the Paint-A-Gate PRO software (BDB) was
used. PB monocytes were identified as CD4þ cells with a
typical light scatter pattern, with their FSC/SSC values
higher than those from lymphocytes and dendritic cells
(DC, Fig. 1).

Quantitation of CD38 Molecules Expressed on PB CD81
and CD41 T-Lymphocytes and Monocytes

Quantitation of the number of CD38 molecules ex-
pressed on the surface of PB CD4þ and CD8þ T-lympho-
cytes and monocytes was performed on PB samples,
using a direct immunofluorescence stain-and-lyse, non-
wash technique, together with the QuantiBRITETM PE kit
(BDB), strictly following the recommendations of the
manufacturer (30,31). The assay allows quantitation of
fluorescence using calibrated standardized phycoeritrin
(PE)-conjugated beads and reagents. Evaluation of the
number of antibodies bound per cell was performed from
a calibrated bead standard curve, which converts the
CD38 relative fluorescence intensity—proportional to
the number of MAb CD38 bound to the cell surface—into
the corresponding number of sites per cell. For this pur-

FIG. 1. Immunophenotypic analysis of CD38 expression on PB CD8þ and CD4þ T-cells and monocytes. Panel A shows the forward light scatter
(FSC) vs. sideward light scatter (SSC) characteristics of CD8þ T-lymphocytes, CD4þ T-lymphocytes, and monocytes. Identification of these cell pop-
ulations was made on the basis of their pattern of expression for the CD4 (panel B) and CD8 antigens (panel C). Panels D–F show the pattern of
expression of CD38 on PB CD4dim monocytes, CD4þ T-cells, and CD8þ T-lymphocytes, respectively.
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pose, 100 ml of a premixed EDTA-anticoagulated PB sam-
ple was stained with the following four-color combination
of MAb: CD3-FITC, CD38-PE (clone HB7, BDB, conjugated
with PE at 1:1 fluorochrome-to-antibody ratio), CD8-PC5
and CD4-APC. In addition, a tube stained with a PE-conju-
gated isotype-matched negative MAb instead of the CD38-
PE reagent was used as negative control. After an incuba-
tion of 15 min at room temperature in the dark, 2 ml of
the Quicklysis lysing solution was added and afterward,
samples were incubated for 10 min under the same condi-
tions as described earlier. Immediately prior to sample ac-
quisition, QuantiBRITE beads were run on a FACSCalibur
flow cytometer, and the calibrated standard curve was
obtained using QuantiQuest (BDB), the quantitative cali-
bration feature of CellQuest software. Then, the sample
was acquired—at exactly the same instrument settings as
the QuantiBRITE beads—in two consecutive steps, as
described earlier. To ensure consistent instrument set up
along the whole longitudinal period of the study, fluores-
cence detectors/amplifiers were weekly tested for logarith-
mic amplifier linearity and dynamic range, using Rainbow
beads (Spherotech, Libertyville, IL); the same batch of
Rainbow beads was used throughout the duration of the
study. Compensation settings were adjusted using singly
stained (CD8 FITC, CD4 PE) PB samples from healthy
donors (32). For data analysis, the Paint-A-Gate PRO soft-
ware was used; quantitation of CD38 molecules expressed
per cell was performed using the QuantiCALC software
(BDB) (30). To evaluate the reliability and reproducibility
of the nonwash method used here in comparison with
other conventional stain-lyse-and-wash techniques for
assessing CD38 expression (30,31), PB samples from five
HIV-1 infected patients were analyzed in parallel with both
approaches, and a high degree of correlation (Pearson cor-
relation test) being observed between both methods for
the quantitation of CD38 expression on CD8þ T-lympho-
cytes (r2 ¼ 0.999; P < 0.001), CD4þ T-cells (r2 ¼ 0.994; P
¼ 0.001), and monocytes (r2 ¼ 0.975; P ¼ 0.005).

HIV-1 Viral Load

The amount of plasma HIV-1 RNA was measured for
each PB sample, using the Roche Amplicor PCR kit (Roche
Diagnostics, Meylan, France). Results were expressed as
the number of viral RNA copies/ml, with a lowest detec-
tion limit of 50 copies/ml.

Statistical Methods and Hierarchical Clustering Analysis

Mean values and their standard deviations, as well as me-
dian, range, 25th and 75th percentiles, and 95% confi-
dence intervals, were calculated for each variable under
study using the SPSS 12.0 software program (SPSS, Chi-
cago, IL). For the evaluation of the statistical significance
of the differences observed between groups, the nonpara-
metric Mann–Whitney U and Wilcoxon signed rank tests
for unpaired and paired samples were used, respectively.
The correlation between variables was explored using the

Spearman’s coefficient. P values � 0.05 were considered
to be associated with statistical significance.
Hierarchical clustering analysis was performed using

those 19 HIV-1þ patients, in which all parameters tested
had been collected. For this purpose, log transformed
values of each variable measured for each individual sam-
ple were used. Prior to the analysis, the value obtained
for each variable under study was introduced into a dedi-
cated database system (Microsoft Excel, Microsoft, Seattle,
WA). Then, data were normalized by dividing the value of
each variable obtained for each individual sample by the
mean value obtained for all HIV-1þ patient samples tested
for that variable; a logarithmic (base 2) transformation was
then applied to the ratio values, for individual data sets.
The average-linkage method, based on the analysis of
Bray–Curtis distance matrices, was used for clustering of
individual cases (J-Express Pro V2.1 software; MolMine AS,
Bergen, Norway). In this part of the study, the following
variables were considered: mean absolute number of
CD38 molecules expressed per PB CD4þ T-lymphocyte,
CD8þ T-cell and monocyte before starting ART, and the
ratios specifically obtained for these three variables be-
tween week þ2 and day 0 and between week þ4 and day
0, for each individual patient. In addition, we also consid-
ered other interesting variables such as the absolute num-
ber of PB CD4þ T-lymphocytes and the amount of plasma
HIV-1 RNA, either before therapy and after starting ART.
To investigate the predictive value of quantifying the lev-

els of CD38 expressed on PB CD8þ and CD4þ T-lympho-
cytes and monocytes and their changes early after starting
ART, on the evaluation of response to therapy in ART-
treated HIV-1þ patients, a class predictor was built using a
weighted voting algorithm evaluated with a leave-one-out
cross validation. For this purpose, a training set with those
HIV-1þ patients included in the hierarchical clustering
analysis was used, where patients were grouped in two
classes: (1) HIV-1þ patients with plasma HIV-1 RNA load
detectable at week þ4 of ART (>50 copies/ml) and (2)
HIV-1þ patients with plasma HIV-1 RNA load undetectable
at week þ4 of ART (<50 copies/ml). The accuracy of the
predictor was tested in the same group of HIV-1 infected
patients, using the nearest shrunken centroids method
(PAM software; University of Stanford, Stanford, CA) (33).

RESULTS

ART-Induced Changes on the Expression of CD38 on PB
T-Lymphocytes from HIV-11 Patients

Prior to ART, expression of CD38 was significantly in-
creased on both PB CD8þ (P � 0.001) (Fig. 2A) and CD4þ
T-lymphocytes (P � 0.02) (Fig. 2B), from HIV-1þ patients
with either <200 CD4þ or >200 CD4þ T-cells/ml of PB.
After starting ART, a gradual and progressive reduction of
CD38 expression on CD8þ T-lymphocytes was observed
over time for both patient groups, except for a slight
increase in CD38 expression detected at week þ4 of ART
for the <200CD4 patient group (Fig. 2A). Despite this, ART
was unable to restore the mean amount of CD38 expressed
per PB CD8þ T-lymphocyte toward normal levels, being
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significantly increased for both HIV-1þ patient groups even
after one year of treatment (P < 0.04) (Fig. 2A). The ART-
induced decrease on CD38 expression by PB CD8þ T-cells
was associated with a marked increase in the absolute num-
ber of CD8þ T-lymphocytes for the <200CD4 group at
week þ4 of ART (P ¼ 0.01) (Fig. 3A); despite a slight
decrease from week þ8 of therapy, the number of CD8þ
T-cells remained significantly higher than in AHV, even one
year after starting ART (P ¼ 0.005). Among the >200CD4
HIV-1þ patients, the number of CD8þ T-lymphocytes was
already significantly increased prior to therapy (P ¼ 0.002),
and it remained relatively stable and elevated during ther-
apy, even after one year of ART (P ¼ 0.03) (Fig. 3A). No sig-
nificant correlation was found between the variation on
CD38 expression per CD8þ T-cell and that of the number
of PB CD8þ T-lymphocytes for any of the two patient
groups (P > 0.05) (data not shown).

Regarding CD38 expression on PB CD4þ T-cells, initia-
tion of ART was associated with distinct patterns of re-
sponse in both groups. Accordingly, in the <200CD4 patient
group, a significant increase in the number of CD38 mole-
cules expressed per CD4þ T-lymphocyte was transiently
observed at weeks þ2 and þ4 of ART (P ¼ 0.05), gradually
decreasing thereafter toward normal levels, which were
reached at week þ12 of ART (Fig. 2B). In this group of
HIV-1þ patients, a significant increase in PB CD4þ T-lym-

phocyte counts was observed between time 0 and week
þ2 (P ¼ 0.001) (Fig. 3B); then, PB CD4 counts were stable
between week þ4 and week þ12, and they progressively
increased again thereafter (Fig. 3B). Interestingly, a strong
positive correlation was observed between the increase
on CD38 expression on PB CD4þ T-cells and the increase
of PB CD4þ T-lymphocyte counts at week þ2 (vs. initial
levels) in the <200CD4 patient group (r2: 0.811; P ¼
0.001) (Fig. 4A). In contrast, among the >200CD4 pa-
tients, ART induced a rapid and significant reduction of
CD38 expression on CD4þ T-cells, which decreased to-
ward normal levels already at week þ2 (P ¼ 0.02 and P >
0.05 when compared to basal and normal levels, respec-
tively) (Fig. 2B); from then on, it remained stable (Fig. 2B),
despite the slight increase in the PB CD4þ T-cell counts
observed in these patients during the first year of ART
(Fig. 3B). Interestingly, no significant correlation was found
between the changes on the number of CD4þ T-cells and
their expression of CD38 in this latter group of patients
(P > 0.05). Figure 5 shows an illustrative example of the
changes observed in the levels of CD38 expression on both
PB CD8þ and CD4þ T-lymphocytes from a representative
HIV-1þ patient before therapy and at weeks þ2 and þ52
after starting ART, along with a representative plot of the
levels of CD38 expression on both PB cell subsets in a
healthy donor.

FIG. 2. Expression of CD38 on PB CD8þ and CD4þ T-lymphocytes and monocytes from HIV-1þ individuals prior to therapy (day 0), and at weeks
þ2, þ4, þ8, þ12, and þ52 after starting ART, according to the absolute number of PB CD4þ T-cells. Panels A–C show the absolute number of
CD38 molecules expressed on the surface of CD8þ T-cells, CD4þ T-cells, and monocytes, respectively. In these three panels, notched-boxes repre-
sent 25th and 75th percentile values; the line in the middle and the vertical lines correspond to the median value and both the 10th and 90th per-
centiles, respectively; hatched boxes correspond to AHV. White and grey boxes represent HIV-1þ patients with extremely low (<200 CD4þ T-cells/ml)
and low (>200 CD4þ T-cells/ml) PB CD4þ T-cell counts at the moment of entering the study, respectively. (a) P � 0.05 vs. AHV; (b) P � 0.05 vs.
time 0; (c) P � 0.05 vs. week þ2 of ART; (d) P � 0.05 vs. week þ4 of ART; (e) P � 0.05 vs. week þ8 of ART; (f) P � 0.05 vs. week þ12 of ART.
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FIG. 4. HIV-1þ patients: Correlation between the changes observed early after ART on the PB T-cell and monocyte counts and CD38 expression
and between the plasma viral load and CD38 expression prior to therapy, according to the absolute number of PB CD4þ T-cells. Panel A displays the
correlation between ART-induced changes on CD38 expression by CD4þ T-lymphocytes and the PB CD4þ T-cell counts at week þ2 (vs. initial levels)
in the <200CD4 patient group. In panel B, the correlation between ART-associated changes in the number of PB monocytes and the amount of
CD38 molecules expressed per monocyte at week þ2 for the <200CD4 patient group is shown. The other three panels show the correlation between
HIV-1 RNA load prior to ART and the mean number of CD38 molecules expressed per CD4þ T-lymphocyte (Panel C), CD8þ T-lymphocyte (Panel D),
or both (Panel E), for the >200CD4 HIV-1þ patient group.

FIG. 3. Distribution of PB T-cell subsets and monocytes and HIV-1 RNA viral load in HIV-1þ individuals prior to therapy (day 0), and at weeks þ2,
þ4, þ8, þ12, and þ52 after starting ART, according to the absolute number of PB CD4þ T-cells. Panels A–C represent the absolute number of PB
CD4þ T-cells, CD8þ T-cells, and monocytes, respectively. Results are expressed as mean 6 standard deviation; the solid and dotted lines represent
HIV-1þ patients with extremely low (<200 CD4þ T-cells/ml) and low (>200 CD4þ T-cells/ml) PB CD4þ T-cell counts at the moment of entering the
study, respectively. Horizontal broken lines represent mean values from healthy control subjects. Panel D shows the percentage of HIV-1þ cases with
>50 HIV-1 RNA copies/ml of plasma; in this latter panel, white and grey columns represent HIV-1þ patients with extremely low (<200 CD4þ

T-cells/ml) and low (>200 CD4þ T-cells/ml) PB CD4þ T-cell counts at the moment of entering the study, respectively. (a) P � 0.05 vs. AHV; (b) P �
0.05 vs. time 0.
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ART-Induced Changes on the Expression of CD38 by PB
Monocytes from HIV-1+ Patients

Prior to ART, the absolute mean number of CD38 mole-
cules expressed per PB monocyte was significantly increased
in both the <200CD4 and >200CD4 patient groups, when
compared to AHV (P � 0.001) (Fig. 2C). Initiation of ART
was associated with an increased mean amount of CD38
molecules expressed per monocyte at week þ2 of therapy
in both patient groups; such increase was more pro-
nounced for the <200CD4 group and lasted till week þ4,
and decreasing thereafter (Fig. 2C). In parallel, a slight but
significant increase in the absolute mean number of PB
monocytes was observed between week þ2 and week þ8
of ART for the <200CD4 group (P ¼ 0.05), and at week
þ4 for the >200CD4 group (P ¼ 0.02) (Fig. 3C). Further-
more, we found that the number of PB monocytes was sig-
nificantly higher than normal for the <200CD4 HIV-1þ
patients at week þ52 of therapy (P ¼ 0.002) (Fig. 3C). De-
spite this, a strong negative correlation was found between
ART-induced changes in the number of PB monocytes and

the amount of CD38 molecules expressed per monocyte at
week þ2 for the <200CD4 patient group (r2: �0.631; P ¼
0.02) (Fig. 4B). After one year of therapy, the mean amount
of CD38 expressed per monocyte was lower in both the
<200CD4 and >200CD4 patient groups as compared to ba-
sal levels; however, ART was not able to restore the mean
absolute number of CD38 molecules expressed per mono-
cyte toward normal levels even after one year of treatment
(P ¼ 0.03 for both patient groups) (Fig. 2C). Figures 5J–5L
show an illustrative example of CD38 expression on PB
monocytes from a representative HIV-1þ patient before
and after treatment, together with a representative plot of
CD38 expression on this PB cell subset in a healthy donor
(Fig. 5I).

Effect of ART on Plasma HIV-1 RNA Load and Correlation
with CD38 Expression on PB T-Cells and Monocytes

As expected, ART induced a significant reduction of
viral load already at week þ2 in both HIV-1þ patient
groups (<200CD4: P ¼ 0.001; >200CD4: P ¼ 0.02),

FIG. 5. Sequential analysis of the levels of CD38 expression on PB CD8þ T-lymphocytes (panels B–D), CD4þ T-lymphocytes (panels F–H), and
monocytes (panels J–L) before ART and at weeks þ2 and þ52 of ART for a representative HIV-1þ patient, in comparison to an age- and gender-
matched healthy donor (panels A, E, and I).
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becoming undetectable from week þ8 of ART in all the
>200CD4 cases and from week þ12 in all but one case
from the <200CD4 patient group (Fig. 3D).

Prior to ART, a strong positive correlation was found
between HIV-1 RNA load and both the number of CD38
molecules expressed per CD8þ T-lymphocyte (r2: 0.636; P
¼ 0.05) (Fig. 4C) and per CD4þ T-lymphocyte (r2: 0.661;
P ¼ 0.04) (Fig. 4D), or both (r2: 0.721; P ¼ 0.02) (Fig.
4E) for the >200CD4 but not for the <200CD4 patients.
By contrast, no significant correlation was found between
the plasma viral load and CD38 expression by PB mono-
cytes, in none of the two groups of HIV-1þ patients.

Relationship Between CD38 Expression by PB T-Cells and
Monocytes, and Response to ART in HIV-11 Patients

Hierarchical clustering analysis confirmed the exis-
tence of an association between CD38 expression on
PB T-lymphocytes and monocytes prior to ART, its
changes early after starting therapy (week þ2 and week

þ4), and response to ART as evaluated by the presence
or absence of detectable plasma viral load after 4 weeks
of therapy. Based on CD38 expression at time 0, and its
changes at week þ2 and week þ4 on both the CD4þ
and CD8þ T-cells and the monocytes, HIV-1þ patients
could be classified into three major groups (Fig. 6). This
included a worse prognostic group of patients from
which 88% still had >50 viral RNA copies/ml after 4
weeks of ART, and a good prognostic group with all
cases included in it having undetectable plasma viral
load at this time point; a third intermediate group com-
posed of seven patients, including both cases with de-
tectable (n ¼ 3) and undetectable (n ¼ 4) plasma viral
load at week þ4. A detailed analysis of the characteris-
tics of each of these patient groups showed that those
HIV-1þ individuals who experienced a more pro-
nounced increase in CD38 expression on both PB
CD4þ T-cells and monocytes, early after therapy
(2 weeks post-ART), were those more proned to show
an earlier disappearance of their plasma viral load.

FIG. 6. Hierarchical clustering analy-
sis of the predictive value of CD38
expression on PB T-cells and mono-
cytes from untreated HIV-1þ patients
and its early changes after initiating
ART, and response to therapy, as eval-
uated by a decreased HIV-1 RNA load
toward undetectable levels at week þ4
of therapy. Rows represent each HIV-
1þ patient included in the study, la-
beled in either blue or yellow color
according to the presence or absence
of detectable plasma HIV-1 RNA load
at week þ4 of therapy, respectively;
columns correspond to each individual
variable included in the analysis. Red
and green colors represent a value
higher or lower than the mean, respec-
tively; color intensity represents the
magnitude of the deviation from the
mean. As indicated, the scale extends
from ratios of �1.554 to þ1.554 (log2
units).
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Interestingly, it should be noted that other variables
under study, such as the absolute number of CD4þ T-
cells and plasma HIV-1 viral load before therapy and af-
ter 2 weeks of ART, or the presence of HCV co-infec-
tion, did not predict the clearance of the viral load at
week þ4 of treatment (data not shown).

The predictive value of the prognostic factors identi-
fied was verified by applying a predictor model detailed
in Table 2. This predictive model showed an overall ac-
curacy of 76.9%, the mean probability of correctly classi-
fying samples ranging from 76.6% for patients with
plasma HIV-1 RNA load detectable at week þ4 of ART
(>50 copies/ml) to 77.1% for patients with plasma HIV-1
RNA load undetectable at week þ4 of ART (<50 copies/
ml). When other conventional parameters, such as the
viral load or the absolute numbers of PB CD4þ T-cells,
were included in the predictor model, its overall accu-
racy decreased to 66.4%, with a mean probability of cor-
rectly classifying individual samples between 64.9 and
50.7% for patients with plasma HIV-1 RNA load detecta-
ble at week þ4 of ART, and 67.8 and 50.8% for patients
with plasma HIV-1 RNA load undetectable at week þ4
of ART, depending on whether the CD38-associated vari-
ables were included or excluded from the analysis, re-
spectively.

DISCUSSION

HIV-1 infection is associated with an abnormally increased
expression of CD38 on circulating CD8þ T-cells (5–14) that
persists throughout the disease course in untreated patients.
More recently, these observations have been also extended to
PB CD4þ T-cells (23–26). As for other parameters, increased
CD38 expression on T-cells point to HIV-1 disease progression
and relate to a state of chronic immune activation (9,12,14,15).

Here, we confirm these findings and extend the observation
of an HIV-1-associated increased CD38 expression also to PB
monocytes from untreated HIV-1þ patients. Altogether, these
results indicate that the CD38-associated hyperactivation of the
immune system occurring in HIV-1þ patients is not restricted
to the T-cell compartment and extends to inflammatory cells.
However, it should be noted that while a correlation was
observed between viral load and CD38 expression among
untreated HIV-1þ patients with >200 CD4þ PB T-cells, this
was restricted to the expression of CD38 on CD4þ and
CD8þ T-cells, suggesting that the increased CD38 expres-
sion on both T-cell subsets, but not the monocytes, is
closely related to active viral replication in less immuno-
compromised HIV-1þ patients. The marked depletion of
circulating CD4þ T-lymphocytes observed in HIV-1þ
patients has been related, to a certain extent, to the
increased migration of PB CD4þ T-cells to lymph nodes,
where active replication is occurring (34–36); this could
help to explain the absence of a correlation between
CD38 expression on CD4þ T-lymphocytes and viral load
in the <200CD4 HIV-1þ patient group, since in these
immunocompromised patients most of their circulating
activated CD4þ T-lymphocytes with high CD38 expression
would be sequestered from PB into lymphoid tissues
(27,37); it should be noted that HIV-1þ individuals from
this group were asymptomatic patients who were not at
the latest stages of the disease. In addition, CD8þ T-cell
responses are impaired in HIV-1 infected patients at later
stages of the disease (38), presumably because of the lack
of appropriate helper signals. Therefore, this could further
contribute to explain the absence of a direct correlation
between CD38 expression on PB CD8þ T-lymphocytes
and plasma HIV-1 RNA load in the <200CD4 HIV-1þ
patient group. Regarding monocytes, it should be noted

Table 2
Predictor Model for Clearance of Viral Load After 4 Weeks of Antiretroviral Therapy (ART): Shrunken Centroids for Each Variable

Included in the Model for Each of the Two Patient Groups

Variables

Shrunken centroids

Plasma HIV-1 RNA load
undetectable at week þ4 of ART

Plasma HIV-1 RNA load
detectable at week þ4 of ART

N. of CD38 mol. per CD4þ T-cell at week þ4/N.
of CD38 mol. per CD4þ T-cell at time 0

0.2291 �0.5307

N. of CD38 mol. per CD8þ T-cell at week þ4/N.
of CD38 mol. per CD8þ T-cell at time 0

0.3022 �0.4787

N. of CD38 mol. per CD8þ T-cell at week þ2/N.
of CD38 mol. per CD8þ T-cell at time 0

0.2151 �0.4506

N. of CD38 mol. per monocyte at week þ2/N.
of CD38 mol. per monocyte at time 0

�0.1021 �0.2379

N. of CD38 mol. per CD4þ T-cell at week þ2/N.
of CD38 mol. per CD4þ T-cell at time 0

�0.1238 �0.8886

N. of CD38 mol. per monocyte at week þ4/N.
of CD38 mol. per monocyte at time 0

0.1526 �0.1498

N. of CD38 mol. per CD4þ T-cell at time 0 �0.5963 0.1346
N. of CD38 mol. per monocyte at time 0 �0.2192 �0.0031
N. of CD38 mol. per CD8þ T-cell at time 0 �0.4121 �0.2374

N. ¼ number; mol. ¼ molecules.
Shrunken centroids for the two patient groups (plasma HIV-1 RNA load undetectable at week þ4 of ART and plasma HIV-1 RNA

load detectable at week þ4 of ART) were calculated for each variable, as previously described in detail (33). Shrunken centroids
were then used to define the discriminant score for each of the two groups according to the distance to the nearest shrunken cent-
roid of the expression levels for the different variables of each individual sample (33).
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that, normally, once they have completed their maturation
in the bone marrow, they enter the PB circulation where
they remain for a few days; afterward, they migrate to
lymphoid and other tissues as part of the normal immune-
surveillance mechanism (39). HIV-1 infection has been
shown to induce an accelerated migration of activated PB
monocytes to other tissues (40), which might help to
explain the absence of a correlation between CD38 expres-
sion on PB monocytes and HIV-1 RNA load, in untreated
patients.

In line with previous observations (41–43), ART in-
duced a rapid suppression of viral replication. Despite this,
CD38 expression on PB CD8þ T-cells and monocytes from
HIV-1þ patients remained significantly increased, even af-
ter one year of ART, independent of their initial PB CD4þ
T-cell counts. In agreement, expression of CD38 on both
PB CD8þ T-cells and monocytes has been shown to re-
main significantly increased in ART-treated HIV-1þ patients
with undetectable plasma viral load (23,25,44), and low-
level HIV-1 replication has been detected in recently in-
fected monocytes, from patients receiving ART with pro-
longed suppression of viremia (45–47). Altogether, these
findings would support the notion that residual HIV-1 rep-
lication persists in reservoirs such as lymphoid tissues
(21,22,25), which could induce a quantitative increased
anti-HIV-1 cytotoxic immune response due to partial re-
covery of the immune surveillance and persistence of the
virus. Accordingly, a strong association between the mean
amount of CD38 molecules expressed per CD8þ T-cell
and the frequency of HIV-1-specific CD8þ cytotoxic T-lym-
phocytes has recently been reported in untreated patients
(48), and we have observed an increased production of
inflammatory cytokines by PB monocytes and CD16þ DC
in HIV-1þ patients at advanced stages of the disease with
undetectable plasma viral load, even after one year of ART
(49). Moreover, in the present study an altered long-term
reconstitution of PB T-cell counts was observed, with the
absolute number of PB CD4þ T-cells remaining abnormally
low while that of CD8þ T-lymphocytes was significantly
increased after one year of ART in both groups of HIV-1þ
patients. Interestingly, an increased CD8þ T-cell activation
has been associated with lower CD4þ T-cell gains in ART-
treated HIV-1þ patients with undetectable levels of plasma
viral load (24), which could contribute to explain the in-
complete recovery of PB CD4þ T-cell counts observed for
both groups of HIV-1þ individuals.

A detailed analysis of the ART-associated changes on
CD38 expression by PB T-cells and monocytes observed
early after initiation of therapy showed different kinetic
patterns not only between different cell populations but
also between the two groups of patients. In line with pre-
vious observations (15–18), ART induced a progressive
reduction of CD38 expression on CD8þ T-lymphocytes
over time in both the <200CD4 and >200CD4 patient
groups; by contrast, initiation of ART led to distinct kinetic
changes in the pattern of CD38 expression on CD4þ
T-cells for each of the two patient groups. Previous studies
show that the increase of PB CD4þ T-cell counts observed
early after starting ART could be attributed to a redistribu-

tion into PB of those CD4þ T-cells that had migrated to
lymph nodes as a consequence of active viral replication,
because of decreased viral load (27,37,50,51). In line with
this, we observed an increased CD38 level on CD4þ T-lym-
phocytes early after initiation of therapy for the <200CD4
group in parallel with an early and rapid increase of CD4þ
T-cell numbers at week þ2 of ART. Probably because the
rate of depletion of CD4þ T-cells in the >200CD4 HIV-1þ
untreated patients was moderate, the redistribution phase
was less prominent and did not translate into an overall
increased CD38 expression early after starting ART, as also
supported by the observation of relatively mild recovery of
PB CD4þ T-cell numbers. The strong correlation found at
week þ2 of ART between both the increase on CD38 ex-
pression by CD4þ T-cells and the absolute count of PB
CD4þ T-lymphocytes for the <200CD4, but not the
>200CD4 patients, would further support this hypothesis.
Interestingly, hierarchical clustering analysis showed that
those HIV-1þ patients who experienced a more pro-
nounced increase in the number of CD38 molecules
expressed per CD4þ T-lymphocyte at week þ2 of ART
had a better response to therapy, as indicated by their ear-
lier clearance of viral load. Accordingly, elevation in CD38
expression on CD4þ T-cells early after starting therapy
might be considered as an indicator of good prognosis in
the management of HIV-1 infected patients receiving ART.
Regarding PB monocytes, a rapid increase of both CD38

expression and the absolute number of PB monocytes was
observed early after initiation of ART, particularly among
the <200CD4 HIV-1þ patients. Such changes could be
explained by the existence of an altered PB monocyte
turnover. After starting ART, a decreased rate of migration
of PB monocytes into lymphoid and other tissues could be
expected due to a direct effect of ART on HIV-1 replica-
tion. If this is true, recently produced monocytes would
remain in the circulation for a longer period of time in
treated when compared with untreated HIV-1þ patients,
and their CD38 expression would increase because of re-
sidual viral load/replication. However, we found a negative
correlation between ART-induced changes in the number
of PB monocytes and the amount of CD38 molecules
expressed per monocyte at week þ2 of ART versus initial
levels for the <200CD4 patient group. Such apparent dis-
crepancy could be related to the fact that the effect of ART
on the PB monocyte count could be due not only to a
decreased migration of PB monocytes to tissues, but also
to an increased rate of production of new cells in the bone
marrow, which would show normal CD38 levels, as a con-
sequence of a progressive control of HIV-1 replication. In
such case, the increase on CD38 expression by PB mono-
cytes early after initiating ART could be used as a predic-
tive marker of good response to therapy, reflected by both
a decreased HIV-1 replication in lymph nodes and other
tissues and a partial restoration of hematopoiesis. Actually,
as occurred for CD4þ T-lymphocytes, those HIV-1þ pa-
tients who were classified into the good prognostic group
according to the hierarchical clustering analysis were those
showing a higher increase in CD38 expression on PB
monocytes, early after starting therapy. To our knowledge,
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this is the first report showing that elevations in CD38
expression on both PB CD4þ T-cells and monocytes may
predict a more rapid viral load clearance in ART-treated
HIV-1þ patients, and thus could be used as good prognos-
tic markers when monitoring these individuals. Altogether,
these results show the potential utility of the quantitative
measurement of CD38 expression not only on PB CD8þ T-
lymphocytes, but also on PB CD4þ T-lymphocytes as well
as the monocytes, as an early indicator of response to ART
in HIV-1þ patients, since the overall pattern of changes
observed on the expression of this activation marker early
after starting ART predicts for the kinetics of clearance of
plasma viral load.
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El estudio del papel que desempeñan las CPA, y más concretamente las células 

dendríticas, en la patogenia de la infección por el VIH-1 ha cobrado gran interés en los últimos 

años, fundamentalmente por el hecho de que, al expresar los principales receptores y 

correceptores del VIH-1, y debido a su amplia localización en superficies mucosas –sitios de 

entrada del virus en el organismo–, diferentes autores han planteado la hipótesis de que las 

células dendríticas podrían constituir la primera diana del VIH-1 en las fases más tempranas de 

la infección44,45. La posibilidad de que las células dendríticas puedan infectarse por el VIH-1, 

unido al papel crucial que desempeñan estas células en el control de las respuestas 

inmunitarias innata y adaptativa, apoyaría la hipótesis que sostiene su implicación en la 

patogenia de la infección por el VIH-1, tanto en el establecimiento inicial y propagación de la 

infección, como en el desarrollo de la respuesta inmunitaria frente a la misma412,434,435. De 

hecho, en los últimos años numerosos estudios han demostrado que las células dendríticas 

pueden ser infectadas por el VIH-1 tanto in vitro39,42,46,173,176,455 como ex vivo47,175, si bien 

persisten algunas discrepancias a este respecto436-438. A su vez, la infección de las células 

dendríticas por el VIH-1 podría condicionar alteraciones en la actividad funcional de las 

mismas, que podrían contribuir a explicar, al menos parte, anomalías funcionales de los 

linfocitos T de pacientes VIH-1+. De hecho, los resultados obtenidos a partir del estudio de las 

células dendríticas en la infección por el VIH-1 han revelado la existencia de alteraciones 

significativas en la distribución numérica, fenotipo y función de dichas 

células47,150,168,170,440,442,456,458,460. Respecto a las alteraciones numéricas, se ha demostrado que 

existe una profunda depleción de células dendríticas mieloides y plasmocitoides en la SP de 

pacientes infectados por el VIH-1169,439-441, permaneciendo las causas de dicha depleción sin 

aclararse de forma definitiva. Es más, la disminución del número de células dendríticas 

circulantes que se observa en individuos VIH-1+, se ha asociado a su vez con la depleción de 

células T CD4+ de SP, el aumento de la carga viral en plasma, el déficit de la producción de 

IFN de tipo I y el incremento de la incidencia de infecciones oportunistas en estos 

pacientes168,169,171,441.  
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De manera similar a lo que ocurre con la distribución numérica de las células 

dendríticas de SP de pacientes infectados por el VIH-1 y su posible infección por el virus, los 

estudios centrados en el análisis fenotípico y/o funcional de las células dendríticas circulantes 

en individuos VIH-1+ también han generado resultados discrepantes e incluso contradictorios, 

como se ha expuesto de forma detallada en la Introducción de esta tesis doctoral. A modo de 

breve recuerdo, algunos autores defienden que la capacidad de las células dendríticas de SP 

de pacientes infectados por el VIH-1 para estimular tanto linfocitos T alogénicos como 

respuestas antígeno-específicas a partir de CTL, se encuentra seriamente dañada47,456; por el 

contrario, otros consideran que ésta es completamente normal438,455. Asimismo, diferentes 

estudios han descrito la existencia de anomalías significativas en la expresión de moléculas co-

estimuladoras o en la producción de citocinas inflamatorias por las células dendríticas de SP 

estimuladas in vitro150,456,458-460, hallazgos que sin embargo, no han podido ser confirmados por 

otros autores175,455,457. En definitiva, estas discrepancias reflejan el desconocimiento actual 

acerca del efecto que provoca la infección por el VIH-1 sobre las células dendríticas de SP, 

motivo que nos llevó a plantear el presente trabajo de tesis doctoral. 

Debido a la dificultad que entraña el estudio de las células dendríticas ex vivo, la 

mayoría de los trabajos centrados en el análisis del papel de estas células en la infección por el 

VIH-1 han empleado MDDC, como modelo de estudio de las células dendríticas mieloides de 

SP. Sin embargo, merece destacar que el comportamiento fenotípico y funcional de las MDDC 

y de las células dendríticas mieloides de SP no es superponible, lo que podría contribuir a 

explicar algunas de las discrepancias anteriormente mencionadas. Además, en la actualidad no 

se dispone de un buen modelo que permita estudiar in vitro la subpoblación de células 

dendríticas plasmocitoides. Por todas estas razones, se hace imprescindible realizar estudios 

ex vivo, que puedan acercarse más a lo que realmente ocurre in vivo en pacientes infectados 

por el VIH-1. Si bien es verdad que hasta la fecha se han llevado a cabo algunos estudios ex 

vivo que se acercan más al modelo de lo que ocurriría in vivo, éstos son escasos y no han 

tenido en cuenta posibles diferencias entre las cohortes de pacientes VIH-1+ que se han 

comparado, que pueden condicionar los resultados obtenidos, sobre todo si tenemos en cuenta 

que en estos individuos es habitual la presencia de infecciones concomitantes. Así, en la 
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actualidad son escasos los estudios centrados en el análisis del efecto de la co-infección por el 

VHC –o por otros agentes infecciosos– sobre el sistema inmune de individuos infectados por el 

VIH-1473-475, lo que limita los conocimientos actuales acerca del posible papel de la co-infección 

por éste, u otros microorganismos, sobre las alteraciones observadas en el compartimiento de 

células dendríticas de SP de pacientes VIH-1+. 

Por otro lado, son también relativamente escasos los estudios centrados en analizar el 

efecto que provoca la administración del TAR sobre las células dendríticas circulantes de 

pacientes VIH-1+, y nuevamente con resultados contradictorios. Así, mientras que algunos 

estudios defienden que la recuperación del número de células dendríticas mieloides y 

plasmocitoides de SP tras la administración de TAR es incompleta440,441,469, otros han 

observado una recuperación selectiva del número de células dendríticas mieloides470, o no han 

encontrado diferencias significativas con respecto a la situación basal previa al comienzo del 

tratamiento170. Ante estos hallazgos, se hace imprescindible la realización de estudios 

prospectivos encaminados a investigar el efecto que provoca el TAR sobre las células 

dendríticas de SP, con el objeto de determinar si las anomalías asociadas a la infección por el 

VIH-1 son irreversibles, o pueden llegar a restaurarse con el tratamiento. 

Finalmente, es sabido que la activación crónica del sistema inmunitario representa una 

de las principales características de la infección por el VIH-1, constituyendo uno de los factores 

críticos que conducen al estado de inmunodeficiencia típica de la enfermedad85,258,259. El 

análisis de la expresión del antígeno CD38 en diferentes poblaciones linfoides se ha utilizado 

ampliamente, entre otros marcadores, con el fin de evaluar la capacidad del TAR para reducir 

la activación excesiva del sistema inmunitario en pacientes infectados por el VIH-1269-271,276,277. 

Aún así, los estudios acerca de los cambios inducidos por el TAR sobre la expresión de CD38 

en células T CD4+ y monocitos de pacientes VIH-1+ han generado resultados 

contradictorios128,278,279, o son prácticamente inexistentes. 

Ante estos antecedentes, en el presente trabajo de tesis doctoral nos hemos propuesto 

profundizar en el conocimiento del papel que desempeñan diferentes poblaciones celulares del 

sistema inmunitario en la patogenia de la infección por el VIH-1, a través del análisis ex vivo y 

detallado de la distribución numérica y de las características fenotípicas y funcionales de 
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diferentes subpoblaciones de células linfoides y de CPA de pacientes infectados por el VIH-1+, 

y de la evaluación del efecto del TAR sobre las mismas. 

A continuación discutiremos de forma general, aunque separadamente, los resultados 

obtenidos en relación con cada uno de los objetivos planteados en este trabajo doctoral, reflejo 

de lo descrito anteriormente en la sección de Material, Métodos y Resultados. 

 

1.- Distribución numérica y características fenotípicas y funcionales de las 

células dendríticas y monocitos de SP de pacientes VIH-1+. 

 

Numerosos trabajos corroboran la implicación de las células dendríticas de SP en la 

patogenia de la infección por el VIH-1, ya sea porque estas células resultan infectadas al 

contactar con el virus, o porque su capacidad para desencadenar respuestas específicas a 

partir de células T se encuentra notablemente alterada. Pese a ello, el papel que desempeñan 

las células dendríticas en la infección por el VIH-1 sigue sin aclararse, y seguimos sin disponer 

de estudios centrados en el análisis sistemático ex vivo de la distribución numérica y las 

características fenotípicas y funcionales de las diferentes subpoblaciones de células dendríticas 

de SP de pacientes VIH-1+. El primer objetivo del presente trabajo doctoral se centró en 

analizar la distribución numérica, el patrón de expresión de receptores de quimiocinas y la 

capacidad de producir citocinas inflamatorias de forma espontánea –en ausencia de 

estimulantes exógenos–, de las diferentes subpoblaciones de células dendríticas y monocitos 

de SP de un grupo de pacientes “progresores” infectados por el VIH-1 (VIH-1+P); 

seleccionamos exclusivamente pacientes que no habían recibido TAR con anterioridad a su 

inclusión en el estudio, con el objeto de evitar la posible influencia de los fármacos 

antirretrovirales en los resultados obtenidos. Además, teniendo en cuenta que la co-infección 

por los virus VIH-1+ y VHC es bastante común, y que diferentes trabajos han demostrado la 

existencia de graves alteraciones en la maduración y capacidad funcional de las células 

dendríticas de pacientes VHC+476-478, incluimos como controles, además de adultos sanos, un 

grupo de pacientes VIH-1-/VHC+. Finalmente, incluimos también como grupo control, pacientes 

VIH-1+NPLP –caracterizados por tener un número estable de linfocitos T CD4+ en SP, niveles 
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bajos de carga viral en plasma, y no desarrollar SIDA tras 10 o más años de infección479,480–, 

con el objeto de identificar aquellos factores potencialmente relacionados con la progresión 

retardada de la infección. 

En cuanto a la distribución numérica de las diferentes subpoblaciones de células 

dendríticas y monocitos de SP, nuestros resultados demuestran claramente la existencia de 

una profunda depleción de células dendríticas mieloides y plasmocitoides de SP en pacientes 

VIH-1+P, de acuerdo con lo publicado previamente por otros autores169,439-441. En la actualidad 

se desconoce si la depleción de las células dendríticas mieloides y plasmocitoides es 

consecuencia directa de su infección por el VIH-1 y su consiguiente destrucción y muerte, o si 

refleja el secuestro de ambas subpoblaciones de CPA en los órganos linfoides secundarios, 

donde tiene lugar la replicación activa del virus. Respecto a los otros grupos de pacientes 

analizados, observamos que el número absoluto de células dendríticas mieloides y 

plasmocitoides de SP era normal (p. ej.: en individuos VIH-1+ NPLP), o estaba incluso 

significativamente incrementado (p. ej.: en el caso de las células dendríticas mieloides de 

pacientes VIH-1-/VHC+). En contraposición con la depleción de células dendríticas mieloides y 

plasmocitoides, el número absoluto de células dendríticas CD16+ de sujetos VIH-1+P era 

normal, encontrándose incluso incrementado de manera significativa tanto entre los pacientes 

VIH-1-/VHC+ como en sujetos VIH-1+ NPLP, contribuyendo al aumento global del número 

absoluto de células dendríticas observado en estos dos últimos grupos de pacientes. El hecho 

de que el número de células dendríticas CD16+ no esté disminuido en pacientes VIH-1+P, y 

esté incluso incrementado significativamente en sujetos VIH-1+ NPLP, podría estar relacionado 

con el hecho de que las células dendríticas CD16+ puedan ser menos susceptibles a la 

infección por el VIH-1. En este sentido, recientemente se ha descrito que estas células 

constituyen la única subpoblación de células dendríticas de SP que expresa la molécula de 

membrana DC-SIGN152; dado que la entrada del VIH-1 a la célula diana puede ser bloqueada 

mediante la unión de DC-SIGN a la gp-120 del virus23, las células dendríticas CD16+ estarían 

protegidas frente a la infección por el VIH-1 y su número no estaría reducido, confiriéndoles a la 

vez un papel crucial en la transmisión del VIH-1 a los linfocitos T152.  
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Una vez establecida la presencia de alteraciones numéricas en las poblaciones 

celulares de SP antes referidas, analizamos la posible existencia de anomalías fenotípicas 

adicionales que afectaran al patrón de expresión de receptores de quimiocinas en células 

dendríticas y monocitos de SP de individuos VIH-1+P, y que pudiesen contribuir a esclarecer la 

mayor o menor susceptibilidad de estas poblaciones celulares a la infección por el VIH-1. En 

este sentido, nuestros resultados pusieron de manifiesto la existencia de alteraciones evidentes 

en el patrón de expresión de receptores de quimiocinas en las células dendríticas mieloides y 

plasmocitoides de SP de pacientes VIH-1+P, sin que se detectaran cambios significativos 

respecto al patrón de expresión observado entre AS en el caso de las células dendríticas 

CD16+ y monocitos de SP. Así, encontramos una expresión significativamente disminuida de 

CXCR2, CCR5 y CXCR4 en las células dendríticas mieloides, en las células dendríticas 

plasmocitoides, y en ambas subpoblaciones de células dendríticas, respectivamente. Diversos 

estudios han demostrado que la unión de una quimiocina a su receptor induce la internalización 

de dicho receptor, para dar comienzo a la cascada de señales que desencadenan la respuesta 

correspondiente140,142,481. La expresión disminuida de CXCR2 que se observa en las células 

dendríticas mieloides de individuos VIH-1+P podría reflejar la internalización de dicho receptor 

tras su interacción con la IL-8. A su vez, la expresión reducida de CCR5 en las células 

dendríticas plasmocitoides de pacientes VIH-1+P podría estar directamente relacionada con la 

infección por el VIH-1, ya que previamente se ha demostrado que en el caso de los linfocitos T 

CD4+, la infección por el VIH-1 conlleva una disminución de la expresión de CD4 y CCR5 en 

estas células482, de forma similar a lo que podría suceder con las células dendríticas 

plasmocitoides de SP. En la actualidad se conoce que la proteína viral Nef induce la 

internalización del receptor CD4 y su posterior degradación483, aunque el mecanismo por el que 

se produciría la alteración de la expresión de CCR5 sigue sin identificarse. En este sentido, 

cabe la posibilidad de que la expresión reducida de CCR5 en células dendríticas 

plasmocitoides refleje la maduración de estas células tras su interacción con el VIH-1, ya que 

ésta se ha asociado con la disminución de la expresión de CCR5 en la membrana 

citoplasmática484. Sin embargo, merece destacar que la proporción de células dendríticas 

plasmocitoides que expresaba CCR5 se encontraba reducida de manera significativa, no 
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solamente en los pacientes VIH-1+P, sino también en individuos VIH-1+ NPLP. Con respecto a 

CXCR4, observamos que la expresión de este receptor estaba significativamente reducida en 

las células dendríticas mieloides y plasmocitoides de SP de todos los grupos de pacientes 

analizados –VIH-1+P, VIH-1-/VHC+ y VIH-1+ NPLP–. Aunque se ha demostrado una 

disminución de la expresión de CXCR4 en los linfocitos T CD4+ tras su infección con una 

variante linfotrópica del VIH-2485, esto no ha podido confirmarse para el VIH-1482. No obstante, 

se ha constatado que en la infección por el VIH-1, la secreción de citocinas de tipo Th1 induce 

una disminución de la expresión de CXCR4 en células dendríticas maduras486, lo que podría 

contribuir, al menos en parte, a la reducción de la expresión de CXCR4 observada en nuestra 

serie, tanto en células dendríticas mieloides como plasmocitoides. Merece destacar que la 

fuerte correlación negativa que hemos observado entre la carga viral en plasma y el porcentaje 

de células dendríticas mieloides y plasmocitoides CXCR4+, para los pacientes VIH-1+P con 

>200 células T CD4+/µl de SP, sugiere que la expresión reducida de CXCR4 en ambas 

poblaciones celulares podría deberse al propio VIH-1. Por lo tanto, el hecho de que las células 

dendríticas mieloides y plasmocitoides de SP expresen los dos correceptores necesarios para 

la entrada del VIH-1 en la célula, CXCR4 y CCR5, junto con su número reducido en pacientes 

VIH-1+P, apoyaría la hipótesis de la existencia en estos pacientes de una interacción directa 

entre el virus y ambas poblaciones celulares168,170,440,442. Dado que las células dendríticas 

desempeñan un papel crucial en el inicio y mantenimiento de las respuestas inmunitarias innata 

y adaptativa, y constituyen las células más potentes en la estimulación de linfocitos T vírgenes, 

la depleción de células dendríticas mieloides y plasmocitoides de la circulación podría estar 

implicada en las alteraciones de la capacidad funcional de los linfocitos T que se observan en 

pacientes VIH-1+P47,487. 

A diferencia de CCR5, ausente en la membrana de las células dendríticas CD16+ de 

SP, estas células sí expresaban el correceptor CXCR4, lo que las hace por tanto también 

susceptibles a la infección por cepas linfotrópicas del VIH-139. Sin embargo, se ha demostrado 

que la afinidad de la gp-120 del VIH-1 por la molécula DC-SIGN es mayor que su afinidad por 

CD423, por lo que la unión de DC-SIGN a gp-120 evitaría la interacción entre gp-120-CD4-

CXCR4, lo que protegería a las células dendríticas CD16+ frente a la infección por el VIH-1. 
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Este hallazgo es especialmente relevante, si tenemos en cuenta que, de este modo, la 

población de células dendríticas CD16+ podría constituir un reservorio celular no infectado, con 

capacidad de activar respuestas específicas más eficaces.  

Precisamente, con el objeto de conocer el estado funcional de las diferentes 

subpoblaciones de células dendríticas y monocitos de SP de individuos VIH-1+P, hemos 

analizado la capacidad de estas células para producir citocinas inflamatorias de manera 

espontánea –en ausencia de estimulantes exógenos–, lo que podríamos considerar como un 

reflejo de lo que ocurriría in vivo en estos pacientes. Las citocinas inflamatorias son importantes 

moléculas efectoras en el inicio, mantenimiento y regulación de las respuestas inmunitaria e 

inflamatoria, constituyendo un componente esencial en la comunicación entre las CPA y los 

linfocitos T488,489. Por lo tanto, una alteración en la producción de citocinas inflamatorias, en una 

enfermedad en la que de por sí ya existe un grave deterioro de la inmunidad celular causado 

por el VIH-1, podría contribuir a empeorar, aún más, el estado de inmunodeficiencia propio de 

estos pacientes. En este sentido, numerosos trabajos han descrito la existencia de alteraciones 

significativas en la producción de citocinas inflamatorias por las células del sistema inmunitario 

en la infección por el VIH-1266-268, incluyendo una producción incrementada de citocinas 

inflamatorias por células dendríticas aisladas de pacientes VIH-1+, o expuestas in vitro a dosis 

elevadas de VIH-1 o a proteínas víricas150,434,457,490.  

En el presente trabajo, comprobamos que tanto los monocitos como las diferentes 

subpoblaciones de células dendríticas de SP de AS e individuos VIH-1+ NPLP no producían 

citocinas inflamatorias en ausencia de estimulación. Por el contrario, en los pacientes VIH-1+P, 

y en menor medida, en los individuos VIH-1-/VHC+, existía producción espontánea de 

cantidades significativas de todas las citocinas inflamatorias analizadas, lo que podría reflejar la 

existencia de una activación del sistema inmunitario in vivo en los pacientes VIH-1+P no 

sometidos a TAR, que no se produciría en sujetos VIH-1+ NPLP. De acuerdo con estos 

hallazgos, podríamos especular que la menor expresión de CXCR4 observada en células 

dendríticas mieloides, y de CXCR4 y CCR5 en células dendríticas plasmocitoides de individuos 

VIH-1+ NPLP, podría ocurrir de forma natural in vivo, lo que contribuiría a proteger a estas 

células frente a la infección por cepas linfotrópicas y macrofagotrópicas del VIH-1; por el 
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contrario, en sujetos VIH-1+P, la expresión disminuida de CXCR4 y CCR5 en ambas 

subpoblaciones de células dendríticas podría deberse directamente al VIH-1, o a mecanismos 

mediados por las citocinas inflamatorias secretadas. Merece destacar que, al clasificar a los 

individuos VIH-1+P en función del número absoluto de linfocitos T CD4+ de SP (<200 vs >200 

células CD4+/µl de SP) detectamos un estado de hiperactivación más acusado –de acuerdo a 

su capacidad de secreción espontánea de citocinas inflamatorias– en los pacientes con >200 

células T CD4+/µl de SP, especialmente en el caso de las células dendríticas plasmocitoides, lo 

que podría reflejar una mayor capacidad de respuesta del sistema inmunitario frente a la 

infección por el VIH-1, en pacientes menos inmunodeprimidos. Además, es importante señalar 

que la producción espontánea de citocinas inflamatorias por las diferentes subpoblaciones de 

células dendríticas y monocitos de SP de individuos VIH-1+P era independiente de la co-

infección por el VHC, ya que al clasificarlos en función de la presencia o ausencia de co-

infección por este virus, no detectamos diferencias significativas en cuanto a la secreción de 

citocinas, en ausencia de estímulo exógeno. Es más, en los individuos VIH-1+P la secreción 

espontánea de citocinas inflamatorias se asoció con una disminución del número absoluto de 

células dendríticas mieloides y plasmocitoides de SP, y una expresión reducida del receptor de 

quimiocinas CCR5, características que no se observaban en sujetos VIH-1-/VHC+. 

Independientemente de su significado, estos hallazgos reflejan la existencia de patrones de 

alteraciones claramente diferentes para ambos grupos de pacientes –VIH-1+P y VIH-1-/VHC+–

, lo que apoyaría la existencia de diferentes mecanismos fisiopatológicos en cada uno de los 

dos modelos de infección. Por otro lado, se ha demostrado que, en pacientes infectados por el 

VIH-1, la secreción de determinadas citocinas inflamatorias como la IL-1β, IL-6, IL-12 y TNF-α, 

favorece la replicación viral en linfocitos T CD4+150,151,491, mientras que el tratamiento con 

inmunosupresores bloquea la replicación del VIH-1 mediante la inhibición de la secreción de 

citocinas492; además, se conoce que la capacidad de las células dendríticas para presentar 

antígenos a los linfocitos T disminuye tras su exposición a TNF-α361. Todos estos hallazgos 

indican que la secreción excesiva de citocinas inflamatorias que se produciría in vivo en 

pacientes VIH-1+P podría contribuir a la génesis de las alteraciones funcionales de las células 

dendríticas de SP que se observan en estos pacientes. 
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En definitiva, hemos observado alteraciones significativas en la distribución, fenotipo y 

función de las diferentes subpoblaciones de células dendríticas y monocitos de SP de 

pacientes VIH-1+P no tratados con TAR. De acuerdo con estos hallazgos, nos planteamos 

como segundo objetivo, analizar el efecto del TAR sobre la distribución numérica y las 

características fenotípicas y funcionales de las células dendríticas y monocitos de SP en 

individuos VIH-1+P, con el objeto de comprobar si las anomalías causadas por el virus son 

irreversibles o bien pueden llegar a restaurarse tras la administración del tratamiento.  

 

2.- Efecto del TAR sobre la distribución numérica y las características fenotípicas 

y funcionales de las células dendríticas y monocitos de SP de pacientes VIH-1+. 

 

El TAR ha constituido hasta la fecha, el mayor éxito como estrategia terapéutica 

enfocada a la inhibición de la replicación vírica y la reducción de la carga viral en pacientes 

infectados por el VIH-1, permitiendo así la reconstitución parcial de los niveles de linfocitos T 

CD4+ y la disminución de los índices de morbi-mortalidad asociados a esta enfermedad5-8. Sin 

embargo, es sabido que ninguno de los tratamientos empleados hasta la fecha ha sido capaz 

de erradicar el virus del organismo, ni de restaurar completamente la capacidad funcional del 

sistema inmunitario de los individuos infectados por el VIH-19-11. Con el fin de profundizar en el 

conocimiento acerca del grado de recuperación funcional del sistema inmunitario tras 

tratamiento antirretroviral, y de los factores que contribuyen a la misma, el segundo objetivo de 

este trabajo doctoral se centró en analizar el efecto del TAR a corto y largo plazo sobre la 

distribución numérica y las características fenotípicas y funcionales de cada población celular 

objeto del estudio. 

De acuerdo con hallazgos previos de otros autores279,493,494, comprobamos que el 

tratamiento antirretroviral provocaba una rápida disminución de la carga viral hasta niveles 

indetectables, en todos los pacientes. Sin embargo, el TAR no consiguió una reconstitución 

completa del compartimiento de células T, de manera que el número absoluto de linfocitos T 

CD4+ se mantenía por debajo de los valores normales, y el de células T CD8+ seguía 

significativamente incrementado respecto a AS, incluso después de un año de TAR. Estos 
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hallazgos podrían reflejar la existencia de replicación viral indetectable mediante métodos 

convencionales, y por tanto, la persistencia del VIH-1 en el organismo, así como la generación 

de respuestas citotóxicas específicas frente a él. Otra posible explicación al hecho de que la 

reconstitución del compartimiento de células T observada al año de TAR no sea completa sería 

que ésta simplemente fuera reflejo de una homeostasis de células T constantemente alterada, 

característica de la infección por el VIH-1. Cabe destacar que las anomalías que hemos 

detectado en la distribución de los linfocitos T CD4+ y CD8+ de SP tras un año de TAR, eran 

más acusadas en el grupo de individuos VIH-1+ inicialmente más inmunodeprimidos (con <200 

células T CD4+/µl en SP), lo que apoyaría la hipótesis de que la reconstitución del sistema 

inmunitario sería más efectiva cuanto antes se inicie el TAR495-498. 

Como hemos referido anteriormente, numerosos estudios han puesto de manifiesto la 

implicación de las células dendríticas de SP en la patogenia de la infección por el VIH-

139,42,46,47. Sin embargo, a pesar del papel que desempeñan estas células en la infección por el 

VIH-1, y de la existencia de importantes alteraciones en su número y función, son todavía 

escasos los estudios en los que se han evaluado los efectos del TAR sobre su distribución y 

funcionalidad en pacientes infectados por el VIH-1, así como la posible implicación de estas 

células en la recuperación incompleta del sistema inmunitario, tras la administración de 

TAR170,177,440,441. 

Nuestros resultados demuestran que la administración de TAR se asocia con una 

recuperación total del número absoluto de células dendríticas mieloides y plasmocitoides de SP 

de pacientes VIH-1+, alcanzándose niveles normales al año de tratamiento. No obstante, 

merece destacar que la recuperación del número absoluto de células dendríticas 

plasmocitoides fue más tardía que la de las células dendríticas mieloides, que alcanzó niveles 

normales hacia la segunda semana de tratamiento, tanto para los pacientes con <200 células T 

CD4+/µl en SP como para los que presentaban >200 células T CD4+/µl en SP. Esta diferencia 

en la cinética de recuperación de ambas poblaciones de células dendríticas podría reflejar la 

existencia de distintos mecanismos de depleción de la circulación sanguínea para cada una de 

ellas, durante la fase de replicación activa del VIH-1. Por el contrario, pese a que en situación 

basal el número absoluto de células dendríticas CD16+ y de monocitos de SP era normal en 
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los pacientes VIH-1+P, al año de tratamiento ambas poblaciones celulares se encontraban 

incrementadas de forma significativa en SP en los pacientes más inmunodeprimidos. En la 

actualidad, desconocemos si el incremento específico del número absoluto de células 

dendríticas CD16+ y de monocitos de SP que se observa tras el tratamiento, en pacientes VIH-

1+ con niveles más bajos de linfocitos T CD4+ en SP, puede ser debido a un efecto directo del 

VIH-1 sobre ambas poblaciones celulares, a la activación generalizada del sistema inmunitario 

característica de la infección, o bien a un efecto tardío del TAR, por lo que se requiere de 

estudios adicionales que ayuden a dilucidar estas cuestiones. En cualquier caso, hay que tener 

en cuenta que la expansión específica de células dendríticas CD16+ en SP no es exclusiva de 

la infección por el VIH-1, dado que su incremento se ha descrito también en otras 

enfermedades sistémicas de naturaleza inflamatoria499,500. 

Por otra parte, nuestros resultados ponen también de manifiesto la normalización de la 

expresión del receptor CCR5 en células dendríticas plasmocitoides de SP de pacientes 

infectados por el VIH-1, tras el TAR. De acuerdo con estos hallazgos, y según lo descrito 

anteriormente en relación con la internalización de los receptores de quimiocinas tras la unión a 

su ligando correspondiente, Giovannetti y cols501 han demostrado que la secreción excesiva de 

las quimiocinas RANTES y SDF-1 –que son los ligandos naturales de CCR5 y CXCR4, 

respectivamente–, disminuye tras la administración de TAR, hasta alcanzar niveles 

prácticamente normales. Así, al disminuir la secreción de RANTES tras el comienzo del 

tratamiento, disminuiría también la internalización de CCR5, como consecuencia de su unión a 

dicha quimiocina. En contraposición con lo referido en relación a la expresión de CCR5, el 

patrón de expresión de receptores de quimiocinas de tipo CXC permanecía seriamente 

alterado, incluso después de un año de TAR. Así, tras un año de TAR observamos una 

expresión significativamente incrementada de CXCR1 y CXCR2 en los monocitos de SP de los 

pacientes VIH-1+ más inmunodeprimidos –individuos con <200 células T CD4+/µl en SP–, junto 

con una expresión significativamente disminuida de CXCR2 y CXCR4 en las células dendríticas 

mieloides de SP para ambos grupos de pacientes VIH-1+. Esta expresión alterada de 

receptores de quimiocinas podría deberse a la persistencia de replicación viral en órganos 

linfoides secundarios, y a un reclutamiento constante de CPA –incluidos monocitos–, a los 
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sitios de inflamación. En definitiva, se requiere de estudios adicionales, con el fin de poder 

esclarecer si las alteraciones de la expresión de receptores de quimiocinas representan una 

característica irreversible de los estadios avanzados de la infección por el VIH-1, o bien pueden 

revertir tras la administración de TAR durante períodos prolongados de tiempo, en ausencia de 

replicación viral. 

Respecto al efecto del TAR sobre la producción espontánea de citocinas inflamatorias, 

en ausencia de estimulantes exógenos, comprobamos que tras el inicio del tratamiento, la 

producción espontánea de citocinas por las diferentes subpoblaciones de células dendríticas y 

monocitos de SP de pacientes VIH-1+P fue disminuyendo progresivamente, hasta desaparecer 

por completo al año de haber iniciado el TAR, en el grupo de pacientes que inicialmente 

presentaba niveles más elevados de linfocitos T CD4+ en SP. La desaparición de la producción 

espontánea de citocinas inflamatorias tras la administración de TAR en estos individuos, 

apoyaría la existencia de una disminución del estado de activación in vivo de las células 

inflamatorias, lo que a su vez podría reflejar una disminución de la replicación viral y una 

reconstitución parcial de las células del sistema inmunitario. Por el contrario, si bien los 

pacientes más inmunodeprimidos –individuos con <200 células T CD4+/µl en SP– 

experimentaron una disminución de la carga viral en plasma hasta niveles indetectables, sus 

células presentadoras de antígeno seguían produciendo citocinas inflamatorias en ausencia de 

estímulos exógenos, incluso un año después de iniciado el TAR. Es más, en los individuos VIH-

1+ con <200 células T CD4+/µl en SP, observamos una fuerte correlación inversa entre la 

producción espontánea de IL-6 y TNF-α por los monocitos y las células dendríticas CD16+, y el 

porcentaje de células dendríticas mieloides que expresaban CXCR2 y CXCR4; estos hallazgos 

sugieren además que la secreción espontánea de citocinas inflamatorias observada ex vivo, 

podría contribuir in vivo a las alteraciones del patrón de expresión de receptores de quimiocinas 

que se observan al año de TAR. La secreción de citocinas inflamatorias se ha asociado con el 

aumento de la replicación viral en linfocitos T CD4+ de pacientes VIH-1+150,151, así como con el 

reclutamiento de células T CD4+ en reposo a sitios de inflamación, lo que contribuye a la 

propagación de la infección152-154. Teniendo en cuenta que en los individuos VIH-1+ con <200 

células T CD4+/µl, el número absoluto de células dendríticas CD16+ y de monocitos de SP 
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estaba aumentado de forma significativa al año de TAR, ello podría contribuir a empeorar, aún 

más, los efectos negativos de la secreción persistente de citocinas inflamatorias, en este grupo 

de pacientes.  

De acuerdo con estos resultados, podríamos especular que el efecto que provoca el 

TAR sobre la producción in vivo de citocinas inflamatorias por las diferentes subpoblaciones de 

células dendríticas y monocitos de SP, podría estar más relacionado con el grado de 

reconstitución del sistema inmunitario, que con la disminución de la replicación viral. De este 

modo, la reconstitución del sistema inmunitario afectaría a la funcionalidad de las diferentes 

subpoblaciones de células dendríticas y monocitos de SP, y por tanto, a su capacidad para 

responder frente a un estímulo externo. Ante esta posibilidad, nuestro interés se centró de 

inmediato en evaluar la capacidad de respuesta de las diferentes subpoblaciones de células 

dendríticas y monocitos de SP de pacientes infectados por el VIH-1, frente a estímulos 

externos como LPS e IFN-γ. 

En los últimos años, se ha demostrado ampliamente que la producción de citocinas 

inflamatorias por las células del sistema inmunitario se encuentra profundamente alterada en la 

infección por el VIH-1266-268. Pese a ello, siguen sin aclararse cuales son los efectos concretos 

que provoca la infección por el VIH-1, directa o indirectamente, sobre la capacidad funcional de 

las células dendríticas de SP; así, a modo de ejemplo, los resultados referidos en la literatura 

en cuanto a la capacidad de las células dendríticas de SP –aisladas de pacientes VIH-1+ o tras 

su exposición in vitro a dosis elevadas del virus– para producir citocinas inflamatorias tras 

estimulación con CD154 (CD40L) y/o LPS150,455,457-460, son contradictorios. Como hemos 

referido anteriormente, esto podría ser debido a la existencia de diferencias significativas en el 

estado de madurez y/o grado de pureza de las subpoblaciones de células dendríticas 

analizadas, al diferente grado de infección celular alcanzado tras la exposición de las células 

dendríticas al VIH-1, o a la heterogeneidad de las cohortes de pacientes estudiadas. Merece 

destacar que la mayoría de los trabajos centrados en el estudio de las células dendríticas en la 

infección por el VIH-1 han empleado células dendríticas diferenciadas in vitro a partir de 

monocitos, tras su exposición a concentraciones elevadas de GM-CSF e IL-4, lo que podría 

modificar la funcionalidad de las células dendríticas analizadas. En el presente trabajo, hemos 
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analizado la producción de citocinas inflamatorias por las diferentes subpoblaciones de células 

dendríticas y monocitos de SP tras su estimulación con LPS e IFN-γ ex vivo; además, 

obtuvimos información individualizada para cada célula, lo que probablemente constituye un 

mejor reflejo de lo que ocurriría in vivo en pacientes VIH-1+, a la vez que permite un análisis 

individualizado de la cinética de producción de citocinas inflamatorias para cada subpoblación 

celular. En términos generales, en situación basal detectamos una producción incrementada de 

citocinas inflamatorias por parte de las células dendríticas de SP de origen mieloide –células 

dendríticas CD33+++ y células dendríticas CD16+–, tras su estimulación in vitro con LPS e 

IFN-γ, en aquellos pacientes VIH-1+ que presentaban >200 células T CD4+/µl en SP. Por el 

contrario, la producción de citocinas inflamatorias por los monocitos de SP se encontraba 

dentro de los niveles normales, independientemente del recuento de células T CD4+ en SP. 

Estos resultados apoyan lo referido en estudios previos, en los que se ha descrito una 

secreción incrementada de IL-12 a partir de células de SP estimuladas con LPS en pacientes 

VIH-1+ asintomáticos502, o a partir de MDDC –infectadas in vitro o tras su exposición a gp-120–

, estimuladas con CD154 (CD40L)458,503. Por el contrario, nuestros datos estarían en contra de 

aquellos autores que defienden que las células dendríticas de SP podrían contribuir al déficit de 

IL-12 que se observa en individuos VIH-1+459. 

Aunque se ha descrito que la administración del TAR disminuye la secreción excesiva 

de citocinas inflamatorias por las células mononucleadas de SP en general, y por los monocitos 

en particular266,475, los conocimientos actuales acerca del efecto del TAR sobre la capacidad de 

las diferentes subpoblaciones de células dendríticas de SP de individuos VIH-1+ para producir 

citocinas inflamatorias tras su estimulación in vitro, siguen siendo muy limitados. En este 

sentido, resultan especialmente interesantes nuestros hallazgos, ya que, a corto plazo, 

muestran la ausencia de cambios significativos en la producción de citocinas inflamatorias por 

parte de las células dendríticas y monocitos de SP de pacientes infectados por el VIH-1, tras 

estimulación in vitro; por el contrario, al año de tratamiento, detectamos un patrón de secreción 

de IL-1β, IL-6, IL-8 y TNF-α variable, en función del número absoluto de linfocitos T CD4+/µl 

presentes en SP. Así, la producción de citocinas inflamatorias estaba significativamente 

incrementada en los individuos más inmunodeprimidos (<200 células T CD4+/µl en SP), 
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mientras que se encontraba disminuida en los más inmunocompetentes (>200 células T 

CD4+/µl en SP). Ante estos hallazgos observados al año de tratamiento, cabía determinar si el 

nivel de reconstitución del número de linfocitos T CD4+ en SP tras un año de TAR, o la 

presencia de co-infección por el VHC, se asociaban con la recuperación funcional de las 

células presentadoras de antígeno. De nuevo, nuestros resultados mostraron que, dentro de 

los pacientes más inmunodeprimidos (<200 células T CD4+/µl en SP), únicamente aquellos 

individuos con buena recuperación del número de células T CD4+ en SP al año de TAR, 

mostraban un incremento de su capacidad de respuesta frente a LPS e IFN-γ. De acuerdo con 

estos hallazgos, recientemente se ha asociado la observación de una producción aumentada 

de citocinas inflamatorias por células de SP tras estimulación con LPS con una progresión más 

lenta de la infección, y una disminución de los índices de mortalidad de pacientes infectados 

por el VIH-1504. Así, la producción incrementada de citocinas inflamatorias observada en 

aquellos pacientes VIH-1+ que al año de TAR presentaban una mayor recuperación del número 

de células T CD4+ en SP, podría asociarse a una reconstitución y/o restablecimiento y mejora 

de la capacidad funcional de las células dendríticas de origen mieloide y de los monocitos de 

SP. A su vez, el descenso de la producción de citocinas inflamatorias observado en los 

pacientes VIH-1+ con >200 células T CD4+/µl en SP, se asociaba claramente a la presencia de 

co-infección por el VHC, siendo normal el patrón de secreción de citocinas inflamatorias en los 

individuos con >200 células T CD4+/µl en SP que eran VHC-. Dado que la infección por el VHC 

induce una hiperactivación del sistema inmunitario505, y el TAR no inhibe la replicación del 

VHC506, cabría esperar que este estado de activación se mantuviese en los individuos VIH-1+ 

co-infectados por el VHC y sometidos a TAR. Dicho estado de hiperactivación continua podría 

conducir a un agotamiento o saturación de las células del sistema inmunitario, que se reflejaría 

en una disminución de su capacidad de respuesta frente a estímulos externos, incluidos el LPS 

e IFN-γ. Esto contribuiría a explicar, al menos en parte, la menor proporción de células 

productoras de citocinas inflamatorias observada al año de TAR en los individuos VIH-1+/VHC+ 

con >200 células T CD4+/µl en SP, tras su estimulación in vitro con LPS e IFN-γ; es más, en 

este grupo de pacientes, en ausencia de tratamiento específico para la infección por el VHC, 

observamos un nivel incrementado de ARN de este virus en plasma al año de TAR. El hecho 
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de que estos pacientes tengan niveles plasmáticos más elevados de ARN del VHC, en 

ausencia de tratamiento específico para la co-infección por este virus, junto al efecto inhibidor 

del TAR sobre la replicación del VIH-1, contribuiría a explicar por qué los efectos de la co-

infección por el VHC sobre la funcionalidad de las células dendríticas de origen mieloide y los 

monocitos de SP, únicamente se hicieron evidentes tras el comienzo del TAR. En este sentido, 

se requiere la realización de estudios adicionales que incluyan pacientes VIH-1+/VHC+ que 

reciban tratamiento para ambas infecciones, con el objeto de esclarecer el efecto que provoca 

la infección por el VHC sobre la producción de citocinas inflamatorias por CPA estimuladas in 

vitro con LPS e IFN-γ. Dado que en pacientes VIH-1+/VHC- con >200 células T CD4+/µl en SP, 

la producción de citocinas inflamatorias por las células dendríticas de origen mieloide y 

monocitos de SP era normal al año de tratamiento, cabe pensar que se acusarán más los 

efectos de la co-infección por el VHC en aquellos pacientes en los que el TAR logra un mayor 

grado de restablecimiento de los efectos de  la infección por el VIH-1 –como ocurriría en los 

pacientes más inmunocompetentes–. 

Merece destacar el comportamiento de la IL-12, que fue diferente al del resto de las 

citocinas inflamatorias analizadas. Así, tras el comienzo del TAR, la proporción de células 

dendríticas de origen mieloide –células CD33+++ y células CD16+– que producían IL-12 tras 

estimulación in vitro con LPS e IFN-γ, aumentaba de forma progresiva a medida que avanzaba 

el tratamiento, manteniéndose significativamente incrementada tras un año de TAR, 

independientemente del número de células T CD4+ en SP. Este hallazgo podría reflejar una 

mejora de la capacidad funcional del sistema inmunitario de los pacientes VIH-1+ tras el 

tratamiento, dado que la presencia de IL-12 podría, a su vez, contribuir a facilitar la puesta en 

marcha de una respuesta inmunitaria de tipo Th1, esencial en la defensa frente a infecciones 

intracelulares. Es más, se ha descrito que la IL-12 podría estar implicada de forma indirecta en 

la alteración de la expresión de CCR5 en los linfocitos T, mediante la inducción de la secreción 

de quimiocinas507. Por todo ello, la presencia de niveles elevados de IL-12 podría contribuir a 

prevenir la infección de los linfocitos T por cepas macrofagotrópicas del VIH-1. De acuerdo con 

esta hipótesis, durante el tratamiento observamos una alta correlación directa entre la 

concentración de IL-12 en plasma y la proporción de células dendríticas CD16+ de SP que 
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producían IL-12 tras estimulación en individuos VIH-1+ con <200 células T CD4+/µl en SP, 

evidenciando la posible importancia de las células dendríticas CD16+ en la producción de IL-12 

en los individuos VIH-1+ más inmunocomprometidos, sometidos a TAR. Por otra parte, merece 

destacar que, aunque al año de TAR la proporción de células dendríticas de origen mieloide 

que producían IL-12 tras estimulación estaba significativamente incrementada en los pacientes 

con >200 células T CD4+/µl en SP, la cantidad media de IL-12 producida por célula se 

encontraba considerablemente reducida en comparación con el grupo de AS. De forma similar 

a lo que ocurría con las otras citocinas inflamatorias analizadas, este hallazgo se asoció con la 

presencia de co-infección por el VHC, sugiriendo que en el grupo de pacientes VIH-1+ con 

>200 células T CD4+/µl en SP co-infectados por el VHC, el sistema inmunitario es capaz de 

responder frente a un estímulo exógeno mediante el aumento de la proporción de células 

productoras de IL-12; sin embargo, la magnitud de dicha respuesta –evaluada como la cantidad 

media de IL-12 producida por célula– no resulta adecuada. 

Respecto a las células dendríticas plasmocitoides de SP, nuestros resultados 

demuestran la ausencia de diferencias significativas entre la producción espontánea y 

estimulada de citocinas inflamatorias in vitro, lo que refleja que el uso combinado de LPS e 

IFN-γ no constituye un estímulo apropiado para inducir la secreción de citocinas inflamatorias 

en estas células. De hecho, se ha demostrado que las células dendríticas plasmocitoides no 

responden adecuadamente a IFN-γ, mientras que incrementan su supervivencia en respuesta a 

otros estímulos, como IL-3 y “oligodesoxinucleótidos” (ODNs) de origen vírico/bacteriano401. 
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3.- Expresión de CD38 en linfocitos T y monocitos de SP de pacientes VIH-1+. 

 

De acuerdo con lo referido anteriormente, la activación crónica del sistema inmunitario 

constituye una de las principales características de la infección por el VIH-1, siendo uno de los 

factores críticos que contribuyen al estado de inmunodeficiencia típico de esta 

enfermedad85,258,259. En este sentido, la infección por el VIH-1 se ha asociado clásicamente con 

una expresión incrementada del antígeno CD38, entre otros marcadores de activación, en los 

linfocitos T CD8+ de SP; este incremento de la expresión de CD38 persiste a lo largo del curso 

de la infección, en pacientes que no reciben TAR260-265,508. Hoy sabemos que el incremento de 

la expresión de CD38 no es exclusivo de los linfocitos T CD8+ de SP, ya que los linfocitos T 

CD4+ circulantes de pacientes VIH-1+ también sobre-expresan CD38 en su membrana276-279. 

La expresión incrementada de CD38 en linfocitos T de sujetos VIH-1+ constituye un reflejo del 

estado de activación crónica del sistema inmunitario típico de la infección, habiéndose asociado 

con una progresión más acelerada de la enfermedad en pacientes VIH-1+ no tratados con 

TAR261,263,264,284. De acuerdo con hallazgos previos de otros autores260-262,265,276,277, nuestros 

resultados demuestran que los linfocitos T de SP –tanto CD8+ como CD4+– de pacientes 

infectados por el VIH-1, expresan una cantidad de moléculas CD38 significativamente superior 

a la observada en su contrapartida normal. Además, nuestros hallazgos demuestran, por 

primera vez, la existencia de una expresión anormalmente elevada de CD38 en los monocitos 

de SP de individuos VIH-1+ no tratados con TAR, hecho que sugiere que el estado de 

hiperactivación asociado a la expresión incrementada de CD38 en pacientes infectados por el 

VIH-1 no se restringe al compartimiento de células T de SP, sino que se extiende también a 

células inflamatorias circulantes. Además, el elevado grado de correlación observado en 

situación basal para los pacientes VIH-1+ con >200 células T CD4+/µl en SP, entre los niveles 

de carga viral en plasma y la cantidad de moléculas CD38 expresadas en los linfocitos T CD8+ 

y CD4+ de SP, sugiere que la expresión incrementada de CD38 en el compartimiento de 

células T de SP –pero no en el de monocitos–, podría estar estrechamente asociada con la 

replicación activa del VIH-1, en el caso de los pacientes VIH-1+ más inmunocompetentes. Por 

el contrario, no encontramos una correlación significativa entre los niveles de carga viral en 
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plasma y la expresión de CD38 en los linfocitos T CD8+ y CD4+ de SP para los pacientes más 

inmunodeprimidos (<200 células T CD4+/µl en SP), como tampoco hallamos una asociación 

clara entre la carga viral y la expresión de CD38 en los monocitos de SP para ninguno de los 

dos grupos de pacientes VIH-1+ analizados.  

Este hallazgo podría deberse a diferentes motivos. En primer lugar, merece destacar 

que diferentes estudios han asociado la marcada depleción de linfocitos T CD4+ de la 

circulación sanguínea que se observa en pacientes VIH-1+, con el incremento de la migración 

de estas células a los órganos linfoides secundarios, donde tiene lugar la replicación activa del 

VIH-1509-511. Esto explicaría la ausencia de una correlación entre el número de moléculas CD38 

expresadas en los linfocitos T CD4+ de SP y la carga viral plasmática en pacientes con <200 

células T CD4+/µl en SP, dado que en estos individuos más inmunocomprometidos la mayoría 

de sus linfocitos T CD4+ activados –aquellos que expresarían una cantidad elevada de 

moléculas de CD38– habrían migrado desde la SP hacia los órganos linfoides 

secundarios128,129. Merece destacar que los individuos VIH-1+ que hemos incluido en este 

estudio eran asintomáticos, y ninguno de ellos se encontraba en fase avanzada de la 

enfermedad. Por otra parte, los pacientes VIH-1+ en fases avanzadas de la infección presentan 

graves alteraciones a la hora de generar respuestas inmunitarias a partir de los linfocitos T 

CD8+ de SP, probablemente debido a la falta de las señales adecuadas220. Esto contribuiría a 

explicar la ausencia de una correlación directa entre el número de moléculas CD38 expresadas 

en los linfocitos T CD8+ de SP y la carga viral en plasma en los pacientes VIH-1+ con <200 

células T CD4+/µl en SP. Finalmente, hoy se conoce que en condiciones fisiológicas, una vez 

que los monocitos han completado su proceso de maduración en la médula ósea, éstos entran 

en la circulación sanguínea, para al cabo de unos días migrar hacia los órganos linfoides y 

otros tejidos, como parte de los mecanismos de vigilancia del sistema inmunitario418. En la 

infección por el VIH-1 existe una migración incrementada de monocitos activados desde la SP 

a otros tejidos512, lo que explicaría la ausencia de una correlación directa entre el número de 

moléculas CD38 expresadas en los monocitos de SP y los niveles de carga viral en plasma, en 

los pacientes VIH-1+ que no han recibido TAR. 
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Respecto al efecto del TAR sobre la expresión de CD38, de acuerdo con trabajos 

previos de otros autores115,513, en el presente estudio comprobamos que el inicio del 

tratamiento provocaba una rápida disminución de la replicación viral hasta niveles indetectables 

en todos los pacientes VIH-1+. Sin embargo, la expresión de CD38 (en términos de cantidad de 

moléculas en la superficie celular) en los linfocitos T CD8+ y monocitos de SP permanecía 

significativamente incrementada en los dos grupos de individuos VIH-1+ analizados, incluso 

después de un año de TAR. De manera similar a lo que hemos observado, diferentes autores 

han demostrado que la expresión de CD38 permanece incrementada de forma anormal en 

pacientes VIH-1+ con carga viral indetectable, a pesar de la administración de TAR276,278,514. Es 

más, se ha detectado la existencia de un bajo nivel de replicación viral en monocitos 

recientemente infectados en aquellos pacientes VIH-1+ en los que el TAR había logrado 

suprimir la carga viral en plasma durante períodos de tiempo relativamente largos10,422,515. En 

conjunto, todos estos hallazgos sugieren la posible existencia de replicación viral residual en 

reservorios del organismo –como los órganos linfoides secundarios– en pacientes VIH-1+ 

sometidos a TAR274,275,278; esto podría inducir un aumento de la respuesta citotóxica específica 

frente al VIH-1, debido a la persistencia del virus en el organismo y la recuperación parcial de 

los sistemas de vigilancia del sistema inmunitario. De acuerdo con esta hipótesis, diversos 

autores han encontrado una asociación significativa entre el número de CTL específicos frente 

al VIH-1 y la cantidad media de moléculas CD38 expresadas por los linfocitos T CD8+516, y 

entre la hiperactivación de células T CD8+ y una recuperación incompleta del número de 

células T CD4+ en SP277. Nuestros resultados demuestran además, la existencia de una 

recuperación incompleta de los niveles de linfocitos T CD4+ y CD8+ en pacientes infectados 

por el VIH-1 con carga viral plasmática indetectable, incluso después de un año de TAR. 

Asimismo, de acuerdo con esta posibilidad, en el presente trabajo hemos observado que las 

células dendríticas CD16+ y los monocitos de SP de pacientes VIH-1+ con <200 células T 

CD4+/µl en SP mantienen una producción espontánea de citocinas inflamatorias elevada, 

incluso al año de iniciarse el TAR. 

Al analizar detalladamente los cambios inducidos por el TAR sobre la expresión de 

CD38 en linfocitos T CD8+, linfocitos T CD4+ y monocitos de SP, observamos un patrón 
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diferente en función del tipo de población celular y del grupo de pacientes analizado. Así, en 

línea con otras observaciones previas269-271,284, nuestros resultados demuestran que la 

administración de TAR induce un descenso significativo del número de moléculas CD38 en la 

membrana de los linfocitos T CD8+ de SP de pacientes VIH-1+, independientemente del 

número de células T CD4+ presentes en SP; no obstante, este marcador permanecía elevado, 

incluso después de un año de tratamiento. Por el contrario, en el caso de los linfocitos T CD4+ 

de SP, el inicio del TAR se asoció con un patrón de cambios en la expresión de CD38 muy 

diferente para cada grupo de pacientes VIH-1+: mientras que en los pacientes VIH-1+ más 

inmunocomprometidos (<200 células CD4+/µl en SP) existía un incremento significativo del 

número de moléculas CD38 entre la segunda y cuarta semanas desde el inicio del tratamiento, 

en los individuos VIH-1+ con >200 células CD4+/µl en SP, el tratamiento provocó una 

disminución significativa y rápida de la expresión de CD38 en los linfocitos T CD4+. Estudios 

previos de otros autores han demostrado que el aumento del número absoluto de linfocitos T 

CD4+ que se observa en SP tras el inicio del TAR se debe a la redistribución de las células T 

CD4+ que habían migrado a los órganos linfoides como consecuencia de la replicación viral128-

131. De acuerdo con estas observaciones, nuestros resultados demuestran la existencia de una 

fuerte correlación directa entre el incremento del número absoluto de moléculas CD38 

expresadas en los linfocitos T CD4+ de SP y el aumento del número absoluto de células T 

CD4+ en SP que se observa hacia la segunda semana de tratamiento para los pacientes VIH-

1+ con <200 células T CD4+/µl en SP. Por el contrario, tras iniciar el tratamiento, no 

detectamos correlación entre el incremento de la expresión de CD38 y el del número de 

linfocitos T CD4+ de SP, en pacientes VIH-1+ con >200 células T CD4+/µl en SP; estos 

hallazgos podrían reflejar que, en este último grupo de individuos, la depleción de células T 

CD4+ de la circulación sanguínea es más moderada, por lo que a su vez, la fase de 

redistribución linfocitaria que sigue al inicio del tratamiento sería menos acusada, no 

reflejándose por este motivo en un aumento generalizado de la expresión de CD38 al poco de 

tiempo de iniciarse el TAR. Merece destacar que el análisis jerárquico de clusters llevado a 

cabo en este estudio, demostró que aquellos pacientes VIH-1+ que presentaban un aumento 

más pronunciado de la expresión de CD38 en los linfocitos T CD4+ de SP al poco tiempo del 
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comienzo del TAR (2 semanas), tendían a experimentar una desaparición más rápida de la 

carga viral en plasma, indicativo por tanto de buena respuesta al tratamiento. En este sentido, 

el incremento de la expresión de CD38 en los linfocitos T CD4+ de SP al poco tiempo de 

comenzar el tratamiento podría constituir un marcador de buen pronóstico a la hora de 

monitorizar la respuesta al TAR en sujetos VIH-1+, en el caso de que se confirmen estos 

hallazgos en series más amplias. 

Con respecto al efecto del TAR sobre la expresión de CD38 en monocitos de SP de 

pacientes VIH-1+, observamos que tras el inicio del tratamiento, se producía un aumento rápido 

y significativo del número de moléculas CD38, asociado a un incremento del número absoluto 

de monocitos en SP, especialmente acusado en el caso de los individuos VIH-1+ con <200 

células T CD4+/µl en SP. Como consecuencia de la inhibición de la replicación del VIH-1 tras el 

inicio del TAR, cabe esperar una disminución del grado de migración de los monocitos de SP 

hacia órganos linfoides y otros tejidos, que podría contribuir a este incremento rápido del 

número de monocitos de SP. A su vez, el incremento de la expresión de CD38 en los 

monocitos de SP que observamos hacia la segunda semana de tratamiento, podría producirse 

como consecuencia de la existencia de replicación viral residual. Sin embargo, al contrario de 

lo que sucedía en el caso de los linfocitos T CD4+ de SP, nuestros resultados demuestran la 

existencia de una correlación inversa entre el incremento del número absoluto de moléculas 

CD38 expresadas en los monocitos y el aumento del número absoluto de monocitos que se 

observa en SP hacia la segunda semana de tratamiento entre los pacientes VIH-1+ con <200 

células T CD4+/µl en SP. Esta aparente contradicción podría reflejar que tras el comienzo del 

TAR se produciría no solamente una disminución de la migración de los monocitos desde la 

circulación sanguínea a otros tejidos, sino también un incremento de la generación de 

monocitos en la médula ósea, que contribuiría a restaurar los niveles normales de expresión de 

CD38 como consecuencia del control progresivo de la infección y de la recuperación parcial de 

la hematopoyesis. En este sentido, y de forma similar a lo descrito para los linfocitos T CD4+ de 

SP, aquellos pacientes VIH-1+ que tenían un aumento más pronunciado de la expresión de 

CD38 en los monocitos de SP al poco tiempo del comienzo del TAR (2 semanas), tendían a 

presentar una cinética más rápida de desaparición de la carga viral en plasma. Hasta donde 
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alcanza nuestro conocimiento, éste es el primer estudio en el que se demuestra que el 

incremento del número de moléculas CD38 expresadas en los linfocitos T CD4+ y los 

monocitos de SP al poco tiempo del comienzo del TAR, es capaz de predecir la cinética de 

desaparición de la carga viral en el plasma de individuos VIH-1+, y que, si finalmente se 

confirman estos hallazgos en otros estudios, podría ser utilizado como indicador de la 

respuesta al tratamiento en la monitorización de pacientes infectados por el VIH-1. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

V. Conclusiones 
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En relación con el primer objetivo, centrado en el análisis de la distribución 

numérica y las características fenotípicas y funcionales de diferentes subpoblaciones de 

células dendríticas y monocitos de SP de pacientes VIH-1+: 

 
1. Las células dendríticas mieloides y plasmocitoides de pacientes VIH-1+P muestran 

alteraciones significativas, tanto en su distribución en SP, como en la expresión de 

los correceptores del virus CXCR4 y CCR5, produciendo espontáneamente, junto a 

los monocitos, citocinas inflamatorias, lo que apoya la existencia de una activación 

del sistema inmune in vivo en estos pacientes.  

 

2. El patrón de alteraciones numéricas, fenotípicas y funcionales detectadas en las 

células dendríticas y monocitos de SP de pacientes VIH-1+P es diferente a lo 

observado en individuos VIH-1+NPLP y VHC+/VIH-1-, lo que sugiere la importancia 

de estas subpoblaciones celulares en la patogenia de la infección por el VIH-1. 

 

 

En relación con el efecto del TAR sobre la distribución numérica y las 

características fenotípicas y funcionales de las células dendríticas y monocitos de SP de 

pacientes VIH-1+, y la identificación de posibles factores implicados en la recuperación 

funcional de estas poblaciones celulares. 

 
3. La administración del TAR tiene importantes efectos beneficiosos sobre el sistema 

inmune de los pacientes VIH-1+. No obstante, las alteraciones numéricas 

observadas en los compartimientos de linfocitos T, células dendríticas y monocitos 

de SP de sujetos VIH-1+ persisten incluso después de un año de iniciado el TAR, 

asociándose a anomalías fenotípicas y funcionales de diferentes subpoblaciones 

de células presentadoras de antígeno, especialmente en aquellos pacientes que se 

encuentran en fases más avanzadas de la infección. 
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4. Previamente a la administración del TAR, la capacidad de producción de citocinas 

inflamatorias en respuesta a un estímulo exógeno por parte de los monocitos y las 

células dendríticas de origen mieloide de SP de individuos infectados por el VIH-1 

se encuentra significativamente alterada, dependiendo las anomalías detectadas 

de las subpoblaciones celulares en cuestión. 

 

5. Tras la administración del TAR, la recuperación parcial de la capacidad funcional 

de las células inflamatorias circulantes, se asocia con el grado de reconstitución de 

los niveles de linfocitos T CD4+ de SP en los pacientes más inmunodeprimidos, y 

con la presencia de co-infección por el VHC, en el caso de los individuos menos 

inmunodeprimidos. 

 

En relación con el tercer objetivo, enfocado a analizar el efecto del TAR sobre la 

expresión de la molécula CD38 en los linfocitos T y los monocitos de SP de pacientes 

VIH-1+, y la posible utilidad de este marcador a la hora de monitorizar la respuesta al 

tratamiento: 

 
6. La evaluación cuantitativa de la expresión del antígeno CD38 en los linfocitos T y 

los monocitos de SP de pacientes VIH-1+ constituye un indicador precoz de la 

respuesta al TAR, asociándose el incremento en la expresión de este marcador a 

las pocas semanas de iniciarse el tratamiento, con un aclaramiento más rápido de 

la carga viral en plasma. 
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ANEXO 1. CRITERIOS DE INCLUSIÓN Y EXCLUSIÓN PARA LOS 

DIFERENTES GRUPOS DE INDIVIDUOS ANALIZADOS 

1. PACIENTES INFECTADOS POR EL VIH-1 (VIH-1+): 

1.1. Criterios de inclusión 

1.1.1. Edad superior a 18 años 

1.1.2. Consentimiento informado para participar en el estudio 

1.1.3. Infección por VIH-1 con viremia detectable 

1.1.4. Ausencia de TAR previo o concomitante 

1.1.5. Indicación de TAR según las recomendaciones de práctica clínica establecidas 

en el momento de inclusión (Grupo de estudio del SIDA, www.gesida.seimc.org) 

1.1.6.  En pacientes femeninas en edad fértil, ausencia de gestación y compromiso de 

evitar embarazo durante el tiempo de estudio 

1.1.7. Ausencia de trastorno mental que presupusiera falta de apego al tratamiento y/o 

contraindicación relativa para el uso de efavirenz, según criterio del investigador 

1.1.8. Ausencia de uso de drogas por vía parenteral 

1.2. Criterios de exclusión 

1.2.1. No cumplir alguno de los criterios de inclusión 

 

2. PACIENTES INFECTADOS POR EL VHC NO INFECTADOS POR EL VIH-1 (VHC+/VIH-1-

): 

2.1. Criterios de inclusión 

2.1.1. Edad superior a 18 años 

2.1.2. Consentimiento informado para participar en el estudio 

2.1.3. Infección por VHC con viremia detectable 

2.1.4. Ausencia de tratamiento previo o concomitante con interferón α2 

2.1.5. Categoría clínica Child-Pugh A/B 

2.1.6.  En pacientes femeninas en edad fértil, ausencia de gestación y compromiso de 

evitar embarazo durante el tiempo de estudio 

2.1.7. Ausencia de uso de drogas por vía parenteral 

2.2. Criterios de exclusión 

2.2.1. No cumplir alguno de los criterios de inclusión 

 

3. PACIENTES VIH-1+ QUE NO PROGRESAN A LARGO PLAZO (NPLP): 

3.1. Criterios de inclusión 

3.1.1. Edad superior a 18 años 

3.1.2. Consentimiento informado para participar en el estudio 
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3.1.3. Infección por VIH-1 con viremia detectable 

3.1.4. Ausencia de TAR previo o concomitante 

3.1.5. Mantenimiento de un recuento de linfocitos T CD4+ superior a 500 células/µl tras 

infección por el VIH-1, documentada durante al menos 10 años, en fase clínica A 

3.2. Criterios de exclusión 

3.2.1. No cumplir alguno de los criterios de inclusión 

 

4. POBLACIÓN SANA: donantes sanos voluntarios reclutados de acuerdo a las 

características poblacionales de la cohorte diana. 

4.1. Criterios de inclusión 

4.1.1. Edad superior a 18 años 

4.1.2. Consentimiento informado para participar en el estudio 

4.1.3. Ausencia de infección por VIH-1, VIH-2 y/o VHC, definida mediante serología y/o 

viremia detectable. 

4.2. Criterios de exclusión 

4.2.1. No cumplir alguno de los criterios de inclusión 

 




