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Expresion de los receptores para el Fc
de la IgG en leucocitos de sangre periférica
de pacientes con hepatitis C crénica.
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Resumen. La respuesta inmunitaria representa un elemento fundamen-
tal en el control de la infeccion por el Virus de Hepatitis G (VHC). Factores de
origen viral y del hospedero modulan dicha respuesta. El presente trabajo
tuvo como objetivo caracterizar complejos inmunitarios, bajo la forma de crio-
globulinas, de pacientes infectados con ¢l VHC y evaluar la expresion de su-
perficie de los receptores para el Fe de la IgG (FeyR) en subpoblaciones leuco-
citarias de sangre periférica de estos pacientes. Se seleccionaron 12 indivi-
duos VHC (+) y 12 sujetos sanos. De ambos grupos se tomaron muestras de
suero para aislar crioglobulinas y sangre venosa con EDTA para evaluar la ex-
presion de los FeyR CD64 (FeyRI), CD32 (FeyRID) y CD16 (FeyRIID) mediante
citometria de flujo. La presencia de ARN del VHC en suero y crioglobulinas
fue analizada mediante RT-PCR. Los resultados muestran que el 50% de los
pacientes VHC (+) presentaron niveles elevados de crioglobulinas constitui-
das fundamentalmente por IgG. En 3 de 5 pacientes con crioglobulinas eleva-
das se¢ identific6 ARN del VHC. La expresion de CD64 se observo principal-
mente en monocitos (80%), CD32 en monocitos, linfocitos B y neutrofilos
(> 90%) y CD16 en células NK y neutréfilos (85% y 95% respectivamente) no
encontrandose diferencias significativas entre pacientes y controles. La densi-
dad de expresion de CD32 resulto significativamente menor en poblaciones de
monocitos y neutréfilos de pacientes en comparacion con controles (p < 0,05).
Se concluye que esta disminucion en la densidad del receptor FeyRII podria
tener implicaciones en la fisiopatologia de la infeccion por el VHC.
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Expression of Fc receptors for IgG in peripheral blood leucocytes
from hepatitis C virus infected individuals.
Invest Clin 2007; 48(2): 175 - 185

Key words: HCV, leucocytes, receptors.

Abstract. The immune response represents a fundamental element in
the control of Hepatitis C virus (HCV) infection. Viral and cellular host fac-
tors may modulate this response. In the present study, we characterized im-
mune complexes (cryoprecipitates) isolated form HCV-infected patients and
evaluated the expression of Fc receptors for I¢G (FeyR) in peripheral blood
leucocytes of these patients. Twelve HCV (+4) patients and 12 healthy control
individuals were selected for this study. For each group, sera samples were
collected for cryoglobulins isolation and characterization and EDTA-
anticoagulated venous blood samples were collected for flow cytometry analy-
sis of FeyR, CD64 (FeyRI), CD32 (FeyRII) and CD16 (FeyRIID) expression.
Presence of HCV RNA in serum and cryoprecipitates was analysed by RT-PCR.
Results show that 50% of HCV-infected patients present high levels of
cryoglobulins mainly constituted by IgG. Three out of 5 cryoglobulins ana-
lyzed by RT-PCR were positive for HCV-RNA. Expression of CD64 was observed
mainly in monocytes (80%), CD32 in monocytes, B lymphocytes and neutro-
phils (> 90%) and CD16 in NK cells and neutrophils (85% and 95% respec-
tively). No differences were observed in the percentage of FeyR expression
when comparing HCV-infected patients with healthy controls. On the con-
trary, density of expression of CD32 in monocytes and neutrophils cell popula-
tions of HCV patients was significantly lower than that observed in healthy
controls (p < 0.05). We concluded that low density expression of FeyRII in
HCV-infected patients may have implications in the physiopatholgy of HCV in-
fection.

Recibido: 08-02-2006. Aceptado: 07-09-2006.

INTRODUCCION rrogantes en torno a los posibles mecanis-
mos moleculares e inmunoldgicos que con-

El Virus de Hepatitis C (VHC) repre- tribuyen al establecimiento de una condi-

senta el principal agente ctioldgico de la
hepatitis cronica a nivel mundial (1,2). Mas
de 170 millones de personas estan infecta-
das con el virus y alrededor de un 80% de
estos individuos desarrollan una enferme-
dad crénica que puede conducir a manifes-
taciones mas severas como Son Cirrosis y
cancer primario hepatico (1). Los altos in-
dices de cronicidad que caracterizan a esta
infeccion viral plantean una serie de inte-

cién de persistencia viral. Tales mecanismos
estdn representados por la capacidad del vi-
rus de infectar Organos extrahepaticos, la
generacion de diversidad o variabilidad gené-
tica en la poblacion viral y la alteracion de la
respuesta inmunolégica como consecuencia
del proceso de infeccion. Las investigaciones
realizadas hasta la fecha han aportado claras
evidencias de que algunos de estos mecanis-
mos operan en el modelo de infeccién por
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el VHC (3-6) destacando entre ellos la capa-
cidad del virus de infectar células leucocita-
rias humanas (7-12).

La infeccion por el VHC frecuentemen-
te esta asociada a fenémenos de autoinmu-
nidad y enfermedades de complejos inmuni-
tarios, representando la crioglobulinemia
mixta una de sus principales manifestacio-
nes. Esta patologia se caracteriza por la
presencia de altos dinteles de complejos in-
munitarios, bajo la forma de crioprecipita-
dos, los cuales pudieran ser el producto de
ciertos desordenes linfoproliferativos (13).
El papel del VHC como agente etiologico de
la crioglobulinemia se fundamenta en la in-
teraccion entre el virus y las c¢élulas linfoci-
tarias que directamente modula la funcién
del linfocito B lo cual resulta en la expan-
sion policlonal de esta célula (14).

Los leucocitos de sangre periférica ex-
presan una serie de receptores de superficie
que les permiten interaccionar con comple-
jos inmunitarios formados por virus-anti-
cuerpos o bacterias-anticuerpos. La fagoci-
tosis de microorganismos opsonizados por
anticuerpos, mediada por leucocitos, esta
regulada por receptores para la region
constante (F¢) de la inmunoglobulina G
(IgG). En el humano existen 3 clases de re-
ceptores para el Fe de la [gG (FeyR): CD64
(FeyRI), CD32 (FeyRID), CD16 (FeyRIID, los
cuales difieren en su estructura, afinidad de
unién por la IgG y propiedades de senaliza-
cién en la célula. Estos receptores, una vez
que interaccionan con los complejos inmu-
nitarios, son capaces de disparar funciones
efectoras tales como fagocitosis en monoci-
tos/macroéfagos, citotoxicidad celular de-
pendiente de anticuerpo en células NK, ac-
tivacion de neutrofilos e inhibicion de la ac-
tivacion de células B mediada por comple-
jos inmunitarios (15). Adicionalmente, la
interacciéon de complejos inmunitarios con
la célula via FeyR puede mediar la entrada
de ciertos virus a su célula blanco a través
de un mecanismo denominado infeccion fa-

cilitada dependiente de anticuerpos (“Anti-
body-dependent enhancement”, ADE). Este
proceso, que involucra la participacién de
complejos virus-anticuerpos, ha sido docu-
mentado para los flavivirus (16) y retrovirus
(17). Mas recientemente, nuestro grupo de
investigacion reporté la capacidad que te-
nian complejos VHC-inmunoglobulinas de
interactuar con lineas celulares humanas
que expresan FeyR representando este un
posible mecanismo de infeccion viral (18).
Debido a que los complejos inmunita-
rios pueden aumentar o suprimir la res-
puesta inmunitaria efectora dependiendo
del tipo del FeyR comprometido y al tipo de
célula involucrada, en el presente trabajo
nos planteamos caracterizar los complejos
inmunitarios (crioglobulinas) de pacientes
infectados con ¢l VHC y estudiar la expre-
sion de supertficie de los FeyR en las distintas
subpoblaciones leucocitarias de sangre peri-
férica de estos pacientes en comparacion
con la expresion en células de sujetos sanos.

MATERIALES Y METODOS

1. Poblacion de estudio

Doce pacientes (5 femeninos y 7 mas-
culinos), provenientes de la consulta exter-
na del Instituto de Inmunologia de la UCV,
con diagnostico de infeccion crénica por el
VHC fueron incluidos en el estudio. Los pa-
cientes, con edades comprendidas entre 17
y 58 aifios, presentaron marcadores serolé-
gicos positivos para el VHC (anticuerpos
anti-VHC y ARN viral), y negativos para la
infeccion por los Virus de Inmunodeficien-
cia Humana (VIH) y Virus de Hepatitis B
(VHB). El diagnostico de enfermedad hepa-
tica cronica fue realizado de acuerdo a cri-
terios histolégicos caracteristicos para esta
patologia viral. Ninguno de los pacientes
presentd evidencia de otras enfermedades
hepaticas crénicas o autoinmunes y tampo-
co se encontraban bajo tratamiento anti-vi-
ral para el momento del estudio.
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Paralelamente se estudiaron 12 sujetos
sanos (6 femeninos y 6 masculinos), serone-
gativos para VHC, VIH, y VHB, con edades
comprendidas entre 22 y 45 anos.

El protocolo de estudio fue aprobado
por el comité de ética del Instituto de
Inmunologia de la UCV.

2. Crioprecipitados

Los complejos inmunitarios bajo la for-
ma de crioglobulinas se obtuvieron a partir
de muestras de suero siguiendo el protoco-
lo previamente establecido por Contreras y
col. (19). Brevemente, se tomaron 20 mL
de sangre del paciente y se dejaron coagu-
lar por 1h a 37°C, seguidamente se centri-
fug6 por 30 min a 2.000 rpm, y se extrajo la
muestra de suero colocandola en tubos es-
tériles. La muestra se almacené a 4°C por
7 dias y posteriormente se centrifugd a
3.000 rpm por 30 min (4°C). El precipitado
obtenido fue resuspendido en 1 mL de PBS
pH 7.4 ¢ incubado a 4°C por 1 h. La mues-
tra se centrifugé de nuevo a 3.000 rpm por
30 min (4°C) y el precipitado fue lavado
con H,O cuatro veces, centrifugando a
3.000 rpm (4°C). Finalmente, el precipita-
do fue resuspendido en 1 mL de PBS man-
teniéndolo por 1h a 37°C. La cuantificacién
del crioprecipitado (concentracion de in-
munoglobulinas) fue realizada mediante es-
pectrofotometria de UV, midiendo la densi-
dad optica de la muestra a 280 nm y multi-
plicando ¢l valor obtenido por el coeficiente
de extincion molar para la IgG (1,44 ¢/mL).
La determinacion de IgG fue estimada me-
diante la técnica de turbidimetria emplean-
do el Turbitimer Dade Berihng (Dade Beh-
ring, Marburg, Germany).

La presencia de ARN del VHC tanto en
muestras de suero como de crioglobulinas
de los pacientes fue determinada por el
método de transcripciéon reversa combina-
da con doble PCR (RT-PCR). Brevemente,
las muestras de crioglobulinas fueron pro-

cesadas con el reactivo comercial
TRIZOL™ (Invitrogen) con la finalidad de
aislar el ARN total. Seguidamente, las
muestras de ARN fueron resuspendidas en
agua libre de nucleasas (Promega) y anali-
zadas mediante el ensayo de RT-PCR de
acuerdo al protocolo descrito por Chan y
colaboradores (20).

3. Evaluacion de la expresion de
receptores para la region constante
(Fe) de la inmunoglobulina G
(CD16, CD32 y CD64)

La evaluacién de la expresion de super-
ficie de los FcyR en leucocitos de sangre pe-
riférica, especificamente linfocitos B, célu-
las NK, monocitos y polimorfonucleares
neutrofilos, se realizé por inmunofluores-
cencia directa, mediante doble marcaje con
los anticuerpos monoclonales especificos
para cada receptor y para la subpoblacion
celular a estudiar. Los anticuerpos mono-
clonales utilizados: anti-CD64 (FcyRI, re-
ceptor Fe de alta afinidad para IgG, clone
10.1), anti-CD32 (FeyRII, receptor Fe de
baja afinidad para IgG, clone 7.3), anti-
CD16 (FcyRIIL, receptor Fe de baja afinidad
para IgG y marcador de neutréfilos, clone
3G8) fueron obtenidos de Ancell (Ancell
Corporation, Bayport, MN, USA). Para defi-
nir las subpoblaciones leucocitarias de lin-
focitos B, monocitos y células NK se utiliza-
ron los anticuerpos monoclonales anti-
CD19 (clon HD37), anti-CD14 (clon TUK4)
y anti-CD56 (clon 65.9) respectivamente,
obtenidos de DakoCytomation (DakoCyto-
mation, Inc. Carpinteria, CA, USA).

El analisis citométrico fue realizado en
25.000 células utilizando un citémetro de
flujo XL Elite (Bekman Coulter). Los resul-
tados fueron expresados como porcentaje
de células positivas e intensidad media de
fluorescencia, basado en cursores previa-
mente establecidos con controles de isoti-
po: [sG1-FITC e IsG1-PE.
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4. Analisis estadistico

Los resultados fueron expresados
como media = desviacion estandar (X =
DE) de los datos obtenidos en cada grupo
de experimentos y para su andlisis se em-
plearon las pruebas de t de Student para
muestras no pareadas y analisis de varianza
(ANOVA) para mas de tres grupos de datos.
Las diferencias se consideraron significati-
vas cuando p < 0,05.

RESULTADOS

1. Caracteristicas clinicas y de las
crioglobulinas aisladas de pacientes
seropositivos para el VHC

La Tabla 1 muestra las caracteristicas
clinicas del grupo de 12 pacientes evalua-
dos en el presente estudio asi como de sus
crioprecipitados obtenidos a partir de
muestras de suero. Para el momento del es-

tudio todos los pacientes presentaban infec-
cion cronica por el VHC con positividad
para el ARN viral y prevalencia del genotipo
viral 1b (67%). Los niveles de alanino ami-
notransferasas (ALT) y aspartato aminot-
rrasnferasas (AST) resultaron elevados re-
gistrando valores entre 90 = 42y 74 = 30
Ul/mL (promedio * desviacién estandar)
respectivamente. Todos los pacientes estu-
diados resultaron negativos para marcado-
res inmunoserolégicos de autoinmunidad
(factor reumatoide, anticuerpos anti-nu-
cleares, anti-musculo liso, anti-mitocondria-
les, anti-microsomales y anti-tiroideos). Sie-
te de los 12 pacientes (58%), originalmente
donantes voluntarios de Banco de Sangre,
se encontraban clinicamente asintomaticos
para el momento del estudio. Tres de 12
(25%) presentaban astenia como sintoma
relevante. Un paciente (N° 5) mostré signos
y sintomas relacionados con Sindrome de

TABLA I
CARACTERISTICAS CLINICAS Y NIVELES DE PROTEINAS TOTALES E IsG EN CRIOPRECIPITADOS
DE PACIENTES CRONICAMENTE INFECTADOS CON EL VHC

Paciente N° Genotipo viral ALT AST Crioglobulinas * I1gG (Crio)**
(U/L) (U/L) (mg/mL) (mg/dL)
1 1b 106 78 1,7269 15,00
2 1b 96 84 2,3900 3,69
3 1b 101 86 0,2476 < 0,9t
4 1b 61 45 0,8464 1,25
5 1b 96 87 1,7663 15,70
6 la 52 62 1,7181 2,68
7 No 1ly2a 90 33 0,1436 < 0,9t
8 2c 204 148 0,9870 4,99
9 1b 93 67 0,0104 < 0,9t
10 la 34 42 0,0911 < 0,97
11 No 1y2a 85 73 0,3046 1,25
12 1b 60 85 0,1939 1,12

Los resultados se expresan como la concentracion de proteinas e IgG en crioprecipitados de pacientes VHC (+).

* Valores normales de crioglobulinas: 0,092-0,520 mg/mL (18).

** Niveles de IgG en muestras de crioglobuli-

nas. tLimite de deteccion del ensayo: 0,9 mg/dL IgG. a: Negativo para genotipos virales 1y 2.
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Sjogren mientras que el paciente N°8 pre-
sentd signos y sintomas relacionados con
crioglobulinemia.

En cuanto a las caracteristicas de sus
crioprecipitados, 6 de los 12 pacientes, to-
dos con genotipo viral 1, mostraron valores
elevados de crioglobulinas (entre 0,84 y
2,39 mg/mL) los cuales resultaron superio-
res a los valores normales de referencia es-
tablecidos en nuestro laboratorio a partir
de muestras de crioprecipitados de sujetos
sanos (0,092-0,520 mg/mL) (18). La deter-
minacion de IgG en las crioglobulinas de
los pacientes VHC (+) revel6 valores que
oscilaron entre 1,25 y 15 mg/dL y solo 4
pacientes presentaron valores por debajo
del limite de deteccion del ensayo
(0,9 mg/dL). En la mayoria de los casos, la
concentracion de IgG fue mas elevada en
aquellas muestras de crioglobulinas que
presentaron valores altos de proteinas, ob-

servandose una correlacién positiva y esta-
disticamente significativa entre estos dos
parametros (r = 0,6308, p = 0,0278).

La presencia de ARN del VHC en las
muestras de suero y crioglobulinas fue exa-
minada mediante un ensayo de RT-PCR. La
Fig. 1A ilustra los resultados obtenidos en 9
de las 12 muestras de suero analizadas. Por
otro lado, de un total de 12 muestras de
crioglobulinas analizadas, 3 resultaron posi-
tivas para el ARN viral (Fig. 1B) presentan-
do todas estas muestras valores elevados de
crioglobulinas e IgG.

2. Evaluacion de la expresion de superficie
de receptores para el Fe de IgG (FceyR)

El andlisis de la expresién de recepto-
res para Fey: FeyRI (CD64), FeyRII (CD32),
y FeyRIII (CD16), se realizé mediante cito-
metria de flujo en leucocitos de sangre peri-
férica de pacientes VHC (+4) y sujetos sa-

1A
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crioprecipitados

Fig. 1. Identificacion de secuencias de ARN del VHC en muestras de suero y crioprecipitados de pa-
cientes infectados con el VHC mediante RT-PCR. 1A, muestras de suero pacientes 1 al 9, 1B,
muestras de crioprecipitados de pacientes 1, 2 y 8. M, marcador de peso molecular (ADN de
PhiX174-Hae III, nameros indican el tamafio de las bandas en pares de bases), +, control

positivo para ARN del VHC.
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nos. Los resultados muestran que los tres
tipos de receptores Fe se expresan de ma-
nera diferencial en las distintas poblacio-
nes leucocitarias estudiadas representadas
por monocitos, linfocitos B, c¢élulas NK y
polimorfonucleares neutréfilos (Tabla I y
Fig. 2).

FeyRI (CD64): Los linfocitos B, NK y
polimorfonucleares neutréfilos presentaron
muy bajos niveles de expresion de la molé-
cula CD64 (< 4%, Tabla II); mientras que la
poblacion de monocitos mostré altos por-
centajes de expresion tanto en el grupo de
pacientes como de controles (82 y 76,4%
respectivamente). Al evaluar la densidad de
expresion de este receptor, medida a través
de la intensidad media de fluorescencia
(IMF), se observaron valores similares entre
las poblaciones de monocitos de pacientes y
controles (5,2 y 5,3 respectivamente), no
encontrandose diferencias significativas en-
tre ambos grupos. Mas atin, al comparar la
expresion de este receptor entre individuos
controles y pacientes con crioglobulinas

elevadas no se encontraron diferencias sig-
nificativas (Fig. 2).

FeyRII (CD32): Los linfocitos B, mo-
nocitos y neutréfilos presentaron altos por-
centajes de expresion del receptor CD32
(mayor del 92%, Tabla II) tanto en el grupo
de pacientes como de controles, no encon-
trandose diferencias significativas entre am-
bos grupos. Por su parte, las células NK pre-
sentaron bajos niveles de expresion de este
receptor ( < 13%). Al analizar la intensidad
media de fluorescencia en las poblaciones
celulares positivas para CD32 se observo
una disminucion estadisticamente significa-
tiva de la densidad de expresién de este re-
ceptor en la poblacién de monocitos de pa-
cientes en comparacion a la de controles
(p = 0,02, Fig. 2). Esta disminucién se hace
mas evidente en aquellos pacientes que pre-
sentaron niveles de crioglobulinas por enci-
ma de los valores normales (p = 0,014). De
la misma manera, se observé una disminu-
cion significativa en la expresion de este re-
ceptor en los neutréfilos de pacientes con

TABLA II
EXPRESION DE LOS FeyR EN SUBPOBLACIONES LEUCOCITARIAS DE PACIENTES INFECTADOS
CON EL VHC Y CONTROLES

FeyR Poblacion Celular Pacientes VHC (+) Controles
Linfocitos B 2+19 23 *3,5
NK 3,6 +42 32 +43
CDo64
Monocitos 82 + 104 76,4 = 18,7
Neutrofilos 1+13 0,7 0,5
Linfocitos B 94,1 = 89 928 + 11,2
NK 12,8 £ 5,6 13,4 = 8,7
CD32
Monocitos 97,0 = 3,1 98,7+ 1,5
Neutrofilos 97,4 =35 98,2+ 3
Linfocitos B 1,9 +1,6 1,6 +1,7
NK 85 +29 87 +29
CD16
Monocitos 6,3 +28 6,8 + 3,5
Neutrofilos 90,8 = 3,0 90,8 = 3,0

Los resultados se presentan como media *+ desviacion estandar del porcentaje de células positivas para cada re-

ceptor. Pacientes VHC (4) (n = 12) y controles (n = 12).
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Fig. 2. Densidad de expresion de los FeyR en
subpoblaciones leucocitarias de pacien-
tes infectados con el VHC y controles.
Los resultados se¢ presentan como me-
dia * desviacion estandar de la intensi-
dad media de fluorescencia, expresado
en unidades logaritmicas, para los re-
ceptores expresados en cada subpobla-
cion leucocitaria del total de pacientes
VHC (+) (n = 12), pacientes con nive-
les elevados de crioglobulinas (n = 6),
pacientes con niveles normales de crio-
globulinas (n = 6) y controles (n = 12).
*p < 0,05 pacientes vs controles basado
en analisis de ANOVA.

crioglobulinas elevadas en comparacion con
el grupo control asi como con el grupo de
pacientes con niveles normales de crioglo-
bulinas (p = 0,01 y 0,007 respectivamente)
(Fig. 2).

FeyRIII (CD16): Las células NK mos-
traron altos porcentajes de expresion de
CD16 (> 85%, Tabla II) y la totalidad de la
poblaciéon de polimorfonucleares neutroéfi-
los expresaron este receptor. Por el contra-
rio, los linfocitos B y monocitos expresaron
bajos niveles de CD16 ( < 7%), no observan-
dose diferencias significativas entre pacien-
tes VHC (4) y sujetos sanos en ninguna de
las subpoblaciones celulares estudiadas. Al
analizar la densidad de expresién de este re-
ceptor, se observé que los neutréfilos pre-
sentaron valores de IMF significativamente
mayores en comparacion con las células NK
(p < 0,0001), no apreciandose diferencias
significativas entre pacientes y controles

(Fig. 2).
DISCUSION

En su gran mayoria, las células del sis-
tema inmunitario expresan receptores para
la region Fe de la IgG (FeyR) que en con-
junto conforman una familia heterogénea
de moléculas que desempeifian un papel
fundamental en la respuesta inmunitaria
mediando la interrelacién de sus brazos
efectores humoral y celular. Los FcyR no
solo representan moléculas que controlan
las funciones de la IgG libre o asociada a
complejos inmunitarios sino también ejer-
cen un control del balance entre autoinmu-
nidad y tolerancia a nivel periférico (21).

El control de la infeccion por el VHC
depende principalmente de los linfocitos T
y mas especificamente de una fuerte res-
puesta citotéxica virus especifica asociada ¢
estas células. La condicion de cronicidad
que caracteriza a esta infeccion esta rela-
cionada con la incapacidad del sistema in-
munitario de montar una respuesta protec-
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tiva y/o a factores virales dependientes de
mutaciones en los sitios antigénicos que
permiten la evasion de la respuesta inmuno-
l6gica. La produccion de anticuerpos no
neutralizantes explica la persistencia del vi-
rus y la formacion de complejos inmunita-
rios. Mas de un tercio de los pacientes in-
fectados por el VHC presentan complejos
inmunitarios circulantes con propiedades
crioprecipitantes, lo que conlleva a la mani-
festacion del sindrome de crioglobulinemia
(14).

En la presente investigacion, la carac-
terizacién inmunoquimica de crioprecipita-
dos de individuos cronicamente infectados
con el VHC revel6 que el 50% de los pacien-
tes presentaron niveles elevados de crioglo-
bulinas constituidas por IgG. Es de hacer
notar que esta determinacion se realizé a
través de un ensayo de turbidimetria cuya
sensibilidad (0,9 mg/dL) resulta inferior a
otros ensayos como ¢l de nefelometria, por
lo que probablemente la concentracion de
[8G en algunas de las muestras analizadas
fue subestimada. El andlisis mediante
RT-PCR de 5 muestras de criogobulinas con
niveles elevados de proteinas totales ¢ 18G,
revel6 la presencia del ARN del VHC en 3 de
estas muestras. En conjunto, esta serie de
resultados coinciden con hallazgos previos,
reportados por nuestro grupo de trabajo y
otros investigadores, que sefialan la presen-
cia de niveles clevados de crioglobulinas en
individuos crénicamente infectados por el
VHC estando constituidas dichas crioglobu-
linas por complejos virus-anticuerpos (14,
18). Una caracterizaciéon mas detallada ha
permitido establecer que estos complejos
inmunitarios estan formados generalmente,
mas no en todos los casos, por moléculas de
factor reumatoide IgM unidos a IgG especi-
fica para la proteina de la cdpside (“core”)
del VHC (14). Aunque en el presente estu-
dio no se determiné la presencia de IgM en
las muestras de crioglobulinas de los pa-
cientes VHC(+), reportes previos realizados

por nuestro grupo de trabajo mostraron
una prevalencia de la I¢G como principal
componente de los crioprecipitados (18).
Asi mismo, no se encontré correlacion algu-
na entre los niveles de factor reumatoide y
concentraciéon de crioglobulinas (datos no
mostrados).

La interaccion de complejos inmunita-
rios virus-anticuerpo con células presenta-
doras de antigeno via FcyR puede optimizar
la presentacion antigénica y resultar en una
amplificacion de la respuesta inmunitaria
contra el virus (22). En tal sentido, nuestro
estudio muestra que los FcyR humanos
(CD64, CD32, y CD16) difieren en cuanto a
su distribucién celular, expresindose de
manera diferencial en las distintas subpo-
blaciones leucocitarias como ha sido repor-
tado previamente (15). En el caso particu-
lar de pacientes infectados por el VHC, se
observé que tanto la distribucién celular asi
como el porcentaje de expresion de los
FeyR fue comparable al de sujetos sanos. En
contrapartida, la densidad de expresion de
la molécula CD32 result6 significativamen-
te menor en las poblaciones de monocitos y
polimorfonucleares-neutroéfilos de pacientes
en comparacion con sujetos sanos. Esta dis-
minucién fue aun mas evidente en aquellos
pacientes que presentaron altos niveles de
crioglobulinas. La densidad de expresion de
los otros dos receptores, CD16 y CD64, no
mostré diferencias significativas entre los
grupos de estudio. El significado que desde
el punto de vista fisiopatolégico tienen es-
tos hallazgos es poco conocido. En tal senti-
do, se podria senalar que la baja expresion
del receptor CD32 en monocitos y neutro6fi-
los resultaria en una disminuciéon de la ca-
pacidad de estas células de fagocitar los
complejos virus-anticuerpo incrementando-
se asi la susceptibilidad del organismo a la
infeccion. Este planteamiento es respaldado
por estudios realizados por Rossman y cola-
boradores quienes reportan una correlacion
positiva entre la expresiéon de CD32 en ma-
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crofagos y la funcion de los FeyRs (23). Adi-
cionalmente, cambios en la expresion de
CD32 pudieran afectar los eventos de inte-
raccion de los complejos inmunitarios vi-
rus-anticuerpos con las células del sistema
inmunitario alterando sus funciones. En
este sentido, Kanto y col. reportan que
complejos inmunitarios del tipo VHC-1gG
inhiben la respuesta citotéxica in vitro de
linfocitos T a través de una disminucién en
la expresion de la molécula co-estimulatoria
B7-1 en los monocitos y un incremento en
la produccion de TGF-B1 (24).

La interaccion de complejos inmunita-
rios con células que expresen FeyR podria
igualmente representar un mecanismo de
penetracion e infeccion de la c¢élula blanco
por parte del VHC. Recientemente, nuestro
grupo de investigacion reporté la capacidad
que tenian complejos VHC-IgG de interac-
cionar con lineas celulares monociticas hu-
manas a través de FeyR siendo el receptor
FeyRIT (CD32) fundamental en dicho proce-
so. Este evento de interaccion conllevo a
una internalizacién del complejo inmunita-
rio favoreciendo la penetracion y replica-
cion del virus en la ¢élula blanco (18).

El fenémeno de interaccién de comple-
jos virus-anticuerpos con células que expre-
san FcyR ha sido igualmente reportado para
otros tipos virales representados por el Vi-
rus del Dengue (16) y el Virus de Inmuno-
deficiencia Humana (VIH) (17). En ¢l caso
particular de la infeccion por VIH se plan-
tea que dicho proceso representa un meca-
nismo de facilitacion de la infeccion de lin-
focitos T CD4+ mediado por complejos vi-
rus-anticuerpos presentes en la superficie
de linfocitos B (17).

En resumen, los resultados presenta-
dos en este estudio muestran una disminu-
cion en la densidad de expresion del FeyRII
(CD32) en las poblaciones de monocitos y
polimorfonucleares de pacientes infectados
con el VHC. Este fenémeno pudiera tener
implicaciones funcionales relacionadas con

los eventos de interaccion de complejos in-
munitarios virus-anticuerpos los cuales re-
sultan elevados en esta patologia viral.
Estos aspectos requieren de una futura in-
vestigacion a fin de evaluar sus implicacio-
nes en la fisiopatologia de la infeccion por
el VHC.
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