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RESUMEN

Los receptores Fc gamma desempefan un papel importante en las reacciones
inmunitarias al unirse a la regiéon Fc de la IgG y activar mecanismos efectores
como la fagocitosis y citotoxicidad. Uno de estos receptores que se ha estudiado
extensamente sobre todo por ser el Unico receptor Fc de las células NK es FcyRIIIA
(CD16A). En esta tesis, hemos tenido la oportunidad de estudiar las consecuencias
de la ausencia de expresion de CD16A en las células NK. En una familia
ecuatoriana, tres de sus miembros heredaron del padre una delecién de una region
del locus FCGR a la que nosotros denominamos CNR5, que dio lugar a la presencia
de un gen recombinante FCGR3B/A, y de la madre una delecion de la region CNR2,
gue significa la ausencia del gen FCGR3A en ese alelo. Dichos individuos no
expresan CD16A en sus células NK ni en monocitos, y el ARNm del gen
recombinante se encuentra solamente en las células polimorfonucleares, sin
evidencia de expresion de proteina en estas células. En cuanto a la funcionalidad
como era de esperarse la ausencia de CD16A afecta la capacidad de que las células
NK puedan realizar su funcion de ADCC, mas no tiene consecuencias en la
citotoxicidad natural, cuyos valores fueron comparables a los de individuos sanos,
tanto in vitro como in vivo. Los niveles elevados de ADNemia de EBV en el paciente
inmunodeficiente que le ha causado complicaciones en su salud, sugieren que la
ADCC es importante para el control de la replicacion de este virus. También se ha
observado que CD16A es importante en la expansidon de una poblacién de células
NK llamadas adaptativas.

El estudio de esta familia nos llevd a preguntarnos por la variabilidad genética en
el locus FCGR que poseen los individuos de la poblacion ecuatoriana. Realizamos
una busqueda de nuevos SNPs en el gen FCGR3A encontrando dos no descritos
en la literatura. En una cohorte de 70 individuos procedimos mediante ensayos de
MLPA a caracterizar CNVs y SNPs puntuales. Los resultados obtenidos, como era
de esperarse, eran similares a las de otras poblaciones latinoamericanas. Sin
embargo, no encontramos ningun individuo con el recombinante FCGR3B/A, asi
gue procedimos a precisar nuestro estudio en la comuna de Llano Grande, lugar
de origen de esta familia. En la poblacién llanograndense se encontré que un
9.52% poseia el gen recombinante, y las proporciones de las variables genéticas
gue encontramos eran probablemente consecuencia de la deriva genética al tener

este pueblo una propension a la endogamia debido a su organizacion social.
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Fc gamma receptors play an important role in immune responses by binding to
the Fc region of IgG and activating mechanisms of cellular immunity including
phagocytosis and cytotoxicity. One receptor that has been extensively studied
especially since it is the only Fc receptor expressed by NK cells is FcyRIIIA
(CD16A). In this thesis, the consequences of the absence of expression of CD16A
have been studied. In an Ecuadorian family, three of its members inherited from
the father a deletion of a region of the FCGR locus, which we call CNRS5, that gives
rise to a recombinant gene FCGR3B/A, and from the mother a deletion of the CNR2
region, which means the absence of the FCGR3A gene in this allele. These
individuals do not express CD16A in their NK cells or in monocytes and CD16B/A
mRNA is found only in polymorphonuclear cells, with no evidence of protein
expression in these cells. In terms of function, as expected the absence of CD16A
affects the ability of NK cells to perform their function of ADCC, but has no
consequences for natural cytotoxicity, as compared to healthy individuals, both in
vitro and in vivo. Elevated levels of EBV DNAemia in peripheral blood of the
immunodeficient patient that have caused disease suggest that ADCC is important
for immune control of replication of this virus. It has also been observed that
CD16A is important in the expansion of T“adaptive” NK cells.
The study of this family led to analysis of genetic variability in the FCGR locus in
ecuadorian populations. A search for new SNPs in FCGR3A gene identified two
variants not previously described in the literature. Further, in a cohort of 70
individuals from Ecuador specific CNVs and SNPs were characterised by MLPA. The
results obtained were similar to those of other Latin-American populations.
However, we did not find any other individual with the recombinant gene
FCGR3B/A, therefore the study was extended to focus on a specific population of
Ecuador, the Llano Grande indigenous commune, the origin of this family. In the
Llanogrande population 9.52% of individuals possessed the recombinant gene,
and the proportions of genetic variables observed were likely a consequence of
genetic drift because this commune has a propensity to inbreeding due to its social

organization.
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anticuerpos especificos de HCMV sean capaces de activar CD16. Los anticuerpos
de activacidon de CD16 especificos de HCMV se analizaron midiendo la produccién
de IL-2 después del co-cultivo de una linea celular indicadora BW5147 que
expresaba una proteina de fusién CD16-zeta con fibroblastos infectados con HCMV
en presencia o ausencia de muestras de plasma en las diluciones indicadas. Se
comparan las respuestas de los miembros de la familia que expresan CD16A y

deficientes en CD16A. C. Los miembros de la familia con deficiencia en CD16A
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1. Las células Natural Killer

Las células Natural Killer (del inglés, NK) son una poblacion de células
linfoides que funcionan como importantes mediadoras del sistema
inmunitario innato constituyendo aproximadamente un 10% de los linfocitos
de la sangre periféfica y se encuentran también entre las células de origen
linfoide del intestino, higado, pulmén, decidua uterina y 6rganos linfoides
secundarios.?
La poblacion “Natural Killer” fue identificada por primera vez en el afo
197534, y en las décadas posteriores a su descubrimiento, se ha demostrado
que las células NK son un componente de la inmunidad innata que protegen
al huésped contra las enfermedades infecciosas al secretar rapidamente
perforina y granzimas para lisar a las células infectadas, y citoquinas
proinflamatorias tales como IFN-gamma y TNF-a para alertar a otras defensas
del huésped.®
A pesar de que las células NK responden rapidamente y sin especificidad de
antigeno durante un ataque de patdgenos o una transformacién celular como
parte de la respuesta inmune innata, recientemente se ha descrito que estas
células también poseen caracteristicas de inmunidad adaptativa, incluida la
especificidad del antigeno, la proliferacidon clonal y la memoria de larga
duracion similar a las células T y B. La combinacidn de caracteristicas innatas
y adaptativas coloca a las células NK en el limite entre estos dos
compartimentos inmunes.®

1.1. Funcion de las células natural killer
Las funciones de las células NK pueden ser clasificadas en 4 categorias:

1.1.1. Citotoxicidad.

Las células NK pueden matar a ciertas células infectadas por virus y células
diana tumorales sin importar su expresion de MHC.” Las células NK poseen
un numero relativamente grande de granulos citoliticos que son lisosomas
secretoras que contienen perforina y diversas granzimas. Tras el contacto
entre una célula NK y su diana, estos granulos viajan a la zona de contacto y
se liberan para efectuar la lisis. La citotoxicidad dependiente de la perforina
es el mayor mecanismo de lisis de las células NK, aunque las células NK

pueden también matar de una manera independiente de la perforina
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utilizando el ligando FAS, TNF o TRAIL, aunque de una manera menos

eficiente.®

1.1.2. Secrecion de citoquinas y quimioquinas

Las células NK se destacan por su capacidad de producir IFN-y pero también
producen otras citoquinas y quimioquinas incluyendo TNF-a, GM-CSF,
interleuquina (IL)-5, IL-13, CCL3/MIP-1a, CCL4/MIP-1B y CCL5/RANTES. °:10
La subpoblacion de células NK CD56°19" produce significativamente mas IFN-
¥ después de la estimulacién con IL-18 e IL-12 comparado con las células NK
CD56™, Por el contrario, los granulos de células NK CD569™ contienen
aproximadamente diez veces mas perforina y granzima, lo que permite una
citdlisis potencialmente mas efectiva en comparacion con las células NK
CD56bright. 11

1.1.3. Coestimulacion celular dependiente de contacto
Las células NK expresan varios ligandos coestimuladores incluyendo CD40L
(CD154) y OX40L que permiten proveer de una sefal estimuladora a las
células T o a las células B. Por lo tanto, las células NK puede servir como un
puente en un ciclo interactivo entre la inmunidad innata y adaptativa. Las
células dendriticas (DC) estimulan las células NK, que luego entregan una
sefal coestimuladora a células T o B que permiten una respuesta inmune
Optima. 1213

1.1.4. Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos

(ADCC)

Una funciéon importante de las células NK es la citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos (ADCC), en el que las células NK matan
directamente a las células diana recubiertas de anticuerpo mediante la unidén
de CD16, receptor presente en la célula NK a la regién Fc de IgG unida a la
célula diana. En humanos, CD16 se asocia con dos proteinas adaptadoras de
sefializacion, CD3( y FceRly, expresadas como homodimeros o
heterodimeros.'*1> La union de CD16 a la IgG inicia la fosforilacién del
inmunoreceptor de activacién basada en la tirosina (ITAM) sobre CD3C y
FceRly, facilitando el reclutamiento de tirosinas quinasas, Syk y ZAP70, y
dando como resultado la citotoxicidad mediada por células NK y la produccién

de citoquinas.®
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1.2. Receptores de las células NK
La maquinaria mediante la cual las células NK eliminan a las células infectadas
o tumorales es bastante compleja y estd determinada por sefiales obtenidas
de receptores de activacion e inhibicidn.
1.2.1. Receptores NK inhibidores
1.2.1.1. Inhibicion mediada por el complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) de clase I
Al inicio de su descubrimiento las células NK fueron consideradas como no
especificas en su interaccidon con las células diana, hasta que Klas Karre y sus
colegas postularon en el afio 1986 la teoria de que las células NK reconocen
especificamente a las moléculas MHC propias y este reconocimiento conduce
a la inhibicién de su actividad. Asi, que tanto las células NK y los linfocitos T
citotdoxicos (CTLs) reconocen a las moléculas MHC de clase I, aunque los CTLs
las utilizan para activar su maquinaria de destruccién mientras que las células
NK para inhibir su actividad. 17/18
Las dos principales familias de receptores inhibidores especificos de MHC
identificados en humanos son: receptores NK de la superfamilia de las
inmunoglobulinas y receptores NK tipo lectina.®®
1.2.1.1.1. Receptores NK de la superfamilia de las
inmunoglobulinas
1.2.1.1.1.1. Receptores de la familia KIR (killer
immunoglobulin-like Receptor).
Estos receptores son glicoproteinas transmembrana de tipo I, que a su vez
se dividen en dos subfamilias segun el numero de dominios tipo
inmunoglobulina extracelulares, asi existen receptores KIR2D y KIR3D (con
dos y tres dominios, respectivamente). Entre los receptores de las células NK,
los KIRs comprenden la familia mas versatil y polimoérfica de receptores.?20:21
1.2.1.1.1.2. Receptores ILT
Esta familia contiene 13 genes de los cuales solamente dos codifican para
receptores inhibidores (LIR1 y LIR2) y solo uno (LIR1) es expresado en
células NK. 22
1.2.1.1.2. Receptores NK tipo lectina
Son heterodimeros CD94/NKG2 formados por la unién de un puente disulfuro

entre los dos receptores. CD94 y NKG2 son glicoproteinas integrales de

4
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membrana tipo II con un dominio extracelular de plegamiento lectina tipo
C, aunque no se unen a azUcares, que media el reconocimiento de sus
ligandos.?3

Existen diferentes tipos de proteinas NKG2: NKG2A, NKG2B, NKG2C, NKG2E
y NKG2H. NKG2D es un receptor activador que no forma dimeros con CD94
y es un miembro distante de la familia NKG2. CD94 carece de capacidad para
transducir sefiales y su funcion principal parece ser la de permitir el
ensamblaje y transporte de las moléculas NKG2 a la superficie celular. NKG2A
posee motivos ITIM en su tallo citoplasmico, NKG2C no los posee y se asocian

a DAP12 transduciendo senal activadora.?*

1.2.1.2. Inhibicion independiente del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) de clase I
Las moléculas MHC de clase I juegan un papel importante en la inhibicion de
las células NK, sin embargo, en algunos casos la pérdida de esta molécula no
es suficiente para que las células empiecen a ser susceptibles al ataque de
las células NK. Ademas, ciertas células diana susceptibles a las células NK
expresan un MHC de clase I normal, mientras que algunas células MHC-
negativas son resistentes al ataque de las células NK. Por lo tanto, se ha
especulado que otros mecanismos inhibidores independientes de MHC de
clase I deben existir.2> Entre estos receptores tenemos a: CEACAM1, KLRG1,
NKR-P1A, IRp60, LAIR-1 y Siglecs.?®
1.2.2. Receptores NK Activadores

En los humanos los principales receptores activadores de las células NK
incluyen el NKG2D, CD16 vy los receptores citotéxicos naturales (NCRs), que
incluyen NKp46, NKp44 y NKp30. %’

1.2.2.1. NKG2D
NKG2D es una glicoproteina transmembrana de tipo II que se expresa en la
superficie de todas las células NK humanas y también se encuentra en todas
las células T CD8* asi como en las todas las células Tyd. La estimulacion de
las células NK via NKG2D permite una potente respuesta citotéxica que es
mediada via asociacion de NKG2D con la molécula adaptadora DAP10. Se han
identificado varios ligandos para el NKG2D humano, que incluye a MICA,
MICB y ULBP1-6.282°
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1.2.2.2. Receptores citotoxicos naturales (NCRs)

Los receptores citotoxicos naturales incluyen a NKp46, NKp44 y NKp30.
Experimentos de bloqueo de anticuerpos sugieren que cada NCR reconoce
probablemente un conjunto diferente de ligandos.3° Los NCRs interactlian con
una amplia gama de ligandos desde origen bacteriano, parasitario y viral
hasta ligandos celulares. Sin embargo, muchos aspectos alin no estan claros,
lo que si se sabe es que proteoglicanos de heparan sulfato participan en el
reconocimiento de sus ligandos. Los NCRs pertenecen a la superfamilia de las
inmunoglobulinas y contienen un aminoacido cargado en su dominio
transmembrana que permite la asociacién con moléculas adaptadoras que
llevan ITAM,31,32

1.2.2.3. Receptores de activacion de la familia KIR
Los KIR activadores al igual que los inhibidores son glicoproteinas
transmembrana tipo I que consisten en dos (KIR2D) o tres (KIR3D) dominios
tipo inmunoglobulina C2 extracelulares.3® Estos receptores estan asociados
(a través de un aminoacido cargado en su transmembrana) con la proteina

de seializacion que contiene ITAM, DAP12, 2!

1.2.2.4. 2B4
2B4 (CD244) y su ligando CD48 son miembros de la familia CD2 de la
superfamilia de las inmunoglobulinas. En los humanos 2B4 se expresa en
todas las células NK, células T yd, células T CD8*, monocitos y basdfilos. La
activacion o inhibicidn resulta de la sefializacidén inducida por el reclutamiento
de proteinas adaptadoras. Por lo tanto, se ha postulado que 2B4 podria ser
un receptor multifuncional, donde el resultado de la activacién puede

depender de la etapa de maduracion de la célula NK.2%24

1.2.2.5. DNAM-1
El receptor DNAM-1 (CD226) es un miembro de la superfamilia de las
inmunoglobulinas expresada en células NK humanas, células T, un
subconjunto de células B, monocitos y plaquetas. CD155 y CD112 han sido
identificados como ligandos para DNAM-1,21.:34
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1.2.2.6. CD16
Este receptor cumple una funcidn muy importante en las células NK,
desencadena la citotoxicidad natural dependiente de anticuerpos (ADCC).
Mas adelante se hablara con detalle sobre esta molécula.?®

1.3. Activacion de las células NK
Las células NK pueden servir como primera linea de defensa contra tumores
y virus gracias a su capacidad de matar a las células que hayan perdido la
expresion de MHC de clase I. La funcion de las células de NK es regulada por
el equilibrio entre las sefiales activadoras e inhibidoras que se envian a través
de sus respectivos receptores. Los receptores activadores reconocen ligandos
generalmente expresados a niveles bajos en células sanas pero que a menudo
se sobreexpresan en células tumorales o células infectadas. Por otra parte,
los receptores inhibidores de las células NK reconocen moléculas MHC de la
clase I que son constitutivamente expresadas por la mayoria de las células
sanas pero que son a menudo reguladas a la baja en células de tumor.?!
La citotoxicidad de las células NK suele separarse tipicamente en citotoxicidad
natural o espontanea y citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(ADCC).3®¢ Mientras que muchos receptores estdn involucrados en la
citotoxicidad natural, CD16 es el receptor primario implicado en ADCC.3” A
pesar de que los receptores de activacién difieren entre la citotoxicidad
espontanea y ADCC, la progresién a través de la formacion de sinapsis
inmune a la lisis celular se produce de una manera muy similar.3®
La activacion de la célula de NK ocurre después del contacto entre los
complejos del receptor y sus ligandos respectivos. Este contacto puede
accionar uno o mas pasos distintos en la activacion de la célula NK que
incluyen la adherencia, polarizaciéon y degranulacién, lo cual conduce a la
formacion de una sinapsis inmune3®. La formaciéon de la sinapsis inmune
ocurre a través de una serie de etapas que se superponen con los pasos de
activacion de la célula NK que consisten en una etapa de iniciacidon, una etapa
efectora, y una etapa de terminacion.38
Se requieren sefiales para activar a las células NK que estan en reposo para
gue migren a los sitios requeridos, como la produccion de IFN-v y la
citotoxicidad celular.*® La respuesta rapida de las células NK a las citoquinas

esta bien documentado. El IFN tipo I, producido durante las infecciones
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virales, estimula la proliferaciéon de las células NK y aumenta su actividad
citotdxica. La IL-15 secretada por varios tipos celulares activa la proliferacion
de las células NK, citotoxicidad y producciéon de citoquinas.4! Las células NK
secretan grandes cantidades de IFN-r en respuesta a IL-12 e IL-18, los cuales
son producidos durante las infecciones por varios patdgenos intracelulares. 42
Las primeras interacciones entre una célula NK y su diana constituyen lo que
se denomina una adhesién inicial. Entre los receptores involucrados en este
punto estd el CD2 que puede participar en la sefializacidon de activacion.4344
El siguiente paso es la adhesién firme. La familia de las integrinas de
moléculas de adhesién es importante en esta etapa. Algunas de las integrinas
gue se expresan por las células NK incluyen LFA-1 y MAC-1.

Un componente comin compartido entre las vias de sefializacién de CD16,
CD244, NKG2D, y LFA-1 es la proteina Vav-1 que se fosforila y activa después
de la participacidon de cualquiera de estos receptores.*’

Una vez que la célula NK se adhiere firmemente a la célula diana, la célula
NK entra en la etapa efectora de la formacién de la sinapsis inmune. Durante
esta etapa, la actina y los receptores de la célula NK se acumulan en la
sinapsis inmune, aqui ocurre la polarizacién de los granulos liticos y la
degranulacion. Después de la exocitosis del granulo litico, la sinapsis inmune
pasa a la etapa de terminacién, durante la cual la célula NK se separa de la

célula diana y se prepara para otra ronda de interaccién citolitica futura.3®

1.4. Caracteristicas fenotipicas de las células NK

Las células NK se distinguen de los linfocitos T por la expresion de distintos
marcadores fenotipicos tales como CD56 y CD16 y la carencia de productos
del reordenamiento del gen receptor de células T (TCR) y las cadenas del TCR
invariantes (CD3). Antes las células NK eran consideradas como una
poblacion de células relativamente homogénea, ahora se sabe que son muy
diversas. Dentro de un individuo, la expresién de diferentes combinaciones
de receptores crea un diverso repertorio de células NK, que pueden exhibir
cierta especificidad en la respuesta inmune.*®

CD16 se expresa en una gran subpoblacién de células NK de sangre periférica
que también expresan niveles intermedios de CD56 (CD569™). Una fenotipica

y funcionalmente distinta subpoblacion de células NK CD56P9"CD16"
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constituye menos del 10% de las células NK de sangre periférica. %* Las
células NK CD569™ median ADCC a través del receptor CD16.

La union de CD16 a la IgG inicia la fosforilacion de los motivos de activacidén
basados en tirosina (ITAMs) en CD3( y FceRly que facilitan el reclutamiento
de tirosinas quinasas, Syk y ZAP70, lo cual resulta en la citotoxicidad mediada
por las células NK y la produccién de citoquinas. ¢ Sin embargo, Kim y sus
colegas han descrito una subpoblacién de células NK CD56*CD16" en
individuos sanos que carecen de la expresion del adaptador de sefalizacion
FceRly y tienen una reducida expresidon de los receptores activadores NKp46
y NKp30.#

Aproximadamente el 30% de las personas sanas posee esta subpoblacion de
células NK, y estd fuertemente asociado con la seropositividad al
citomegalovirus (CMV).*® Estas células FceRIy™9 son funcionalmente
distintas, exhiben una citotoxicidad natural o espontanea disminuida pero una
sorprendentemente superior ADCC en comparaciéon con las células NK
FceRIyPos,47

En presencia de anticuerpos especificos de virus, un gran nimero de células
NK FceRIy"9 degranula (CD107a") y expresa IFN-y y TNF-a en comparaciéon
con las células NK FceRIyP°s, La pérdida de FceRIy por estas células esta
asociada con la expresién de CD94-NKG2C y CD57 aunque hay también
células NK CD94-NKG2C™ que son FceRIy"9.48

En los ultimos afos se ha llegado a demostrar que estas células NK de
“memoria” FceRIy"™9 también poseen distintos factores de transcripcion vy
proteinas de sefializacién, asi como perfiles epigenéticos distintos.4°:>°

La expansion selectiva de las células NK CD94-NKG2C* en respuesta a la
infeccion por CMV ha sido documentada en numerosos estudios por varios
laboratorios independientes. Por lo tanto, las células NK CD94-NKG2C*
inducidas por CMV proporcionan la mayor evidencia convincente de que
existen células NK con memoria especifica de antigeno en humanos. Aunque
la expansion de células NK CD94-NKG2C* se ha observado durante otras
infecciones virales, por ejemplo hepatitis®!, hantavirus®?> y VIH®3, esto
solamente ocurrié en individuos infectados previamente con CMV. Por el
contrario, en un estudio de estudiantes universitarios que experimentaron
mononucleosis infecciosa aguda causada por el virus de Epstein-Barr, no se

detectd una expansidn de las células NK CD94-NKG2C* en individuos
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seropositivos a CMV. La coinfeccion con EBV y CMV produjo una
aumento de la frecuencia de células NK NKG2A*CD57* (que no expresaron
receptores CD94-NKG2C) en la sangre de individuos infectados con EBV que
persistieron en latencia.>*

En el 2014 en un estudio realizado con pacientes pediatricos con infeccién
aguda de mononucleosis infecciosa se realizaron interesantes observaciones
como el incremento de las células NK CD569™CD16*, pero también el inusual
incremento de la subpoblacion intermedia de células NK CD569™CD16°, lo
cual puede deberse a la regulacidon negativa de CD56 en células NK CD56Pr9ht
o a la regulacion negativa de CD16 que se ha observado durante la
degranulacion de células CD569™, Esta subpoblacion de células NK CD56%™
se caracteriza por la expresion de NKG2A y por la ausencia de KIRs.
Analizando el marcador de diferenciacion terminal CD57 concluyeron que la
mononucleosis infecciosa aguda provocaba la proliferacidon de las células NK
CD57-CD569™ NKG2A*KIR que luego se diferenciaba para convertirse en una
subpoblacion de células NK CD57 positiva. Por ultimo, identificaron que
NKG2D y DNAM-1 eran los principales receptores activadores que
participaban en el reconocimiento de células B infectadas con EBV en estado
litico.>>

2. CD16

Existen dos distintas formas de CD16 codificadas por dos genes vinculados
gue se encuentran en el locus FCGR (del inglés, Fc gamma Receptor), una
forma transmembrana con una cola citoplasmatica de 25 aminoacidos
llamada CD16A (FcyRIIIA) y una forma glicosilfosfatidilinositol (GPI) llamada
CD16B (FcyRIIIB). Las dos formas son tan similares que sus secuencias
extracelulares difieren en tal solo seis aminoacidos, su regién extracelular
comprende dos dominios de la superfamilia de inmunoglobulinas de tipo C2.%¢
El primer dominio de Ig distal puede ser reconocido por el anticuerpo
monoclonal B73.1°7, mientras que el segundo dominio de Ig proximal se une

al anticuerpo monoclonal 3G8.>8
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En humanos CD16A se expresa en las células NK, macréfagos y mastocitos,
mientras que CD16B se expresa en neutrofilos. CD16a se asocia con
moléculas adaptadoras CD3( y FceR1¥ que contienen el motivo de activacién
ITAM, y su funcion es mediar la citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (ADCC).3> La composicién del complejo de CD16A con las
moléculas adaptadoras varia entre las diferentes subpoblaciones de células
NK, un claro ejemplo es que la expresion de FceRly estd silenciada

epigenéticamente en las células NK adaptativas.*’

2.1. CD16A en las células Natural Killer
El 90% de las células NK de sangre humana son CD16*.%> Se menciond
anteriormente esta molécula en la activacion y en la caracterizacion fenotipica

de las células NK.

2.2. CD16A en los monocitos
En la sangre humana existen varias poblaciones de monocitos>°:
1.- Clasica: CD14**CD16- (alrededor del 90%).
2. No-clasica: CD14*CD16%*,
3. Intermedia: CD14**CD16".
Los monocitos CD16* también expresan altos niveles de otros receptores Fc
gamma como CD32 y CD64. La mayoria de los monocitos son CD16", solo un
grupo minoritario (alrededor del 15%) esta constituido por células CD16".
Dado que los monocitos CD16™ en determinadas situaciones pueden expresar
CD16 y en vista de que los macréfagos expresan CD16, se ha postulado que
el subgrupo CD16" es una versidon mas madura de los monocitos CD16°.%° Los

monocitos CD16* se denominan células proinflamatorias ya que pueden
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producir TNFa en respuesta a lipopolisacaridos.®1:¢? Este subgrupo se puede

diferenciar a células dendriticas en respuesta a fractalquina.®?

En un estudio se demostré que la subpoblacion de monocitos de sangre
periférica en humanos que expresan CD16 poseen la capacidad de realizar
ADCC en lineas celulares, células tumorales primarias y células infectadas por
virus. ADCC por los monocitos CD16* es tan eficiente como la de las células
NK, requiere contacto directo con las células diana e involucra adhesién

mediada por las integrinas B2 y la secrecidon de TNF-q.%*

2.3. CD16B en las células polimorfonucleares

Dos diferentes tipos de receptores Fc para la IgG son expresados
constitutivamente en la superficie de las células polimorfonucleares, FcyRIIA
(CD32A) y FcyRIIIB (CD16B). CD16B se expresa exclusivamente en estas
células. Aunque la densidad de CD16B que se expresa en neutrofilos es 4 a 5
veces mayor que el de CD32A, su contribucidn en la fagocitosis no es tan
potente como la de CD32A.% Por el contrario, la sefalizacién de CD16B al
nucleo de los neutréfilos es mucho mas eficiente que la sefializacion de
CD32A. CD16B, pero no CD32A, promueve un incremento considerable de
ERK fosforilado en el nucleo y también una eficiente fosforilacion del factor
nuclear Elk-1.%¢

CD16B no solo actua en cooperacién con CD32A a través de un motivo ITAM,
sino que también puede tener otras vias de transmisién. CD16B produce la
fosforilacion de SHP-2, y este co-localiza con CD16B en las balsas lipidicas
después de su activacion. CD16B activa la ruta SYK-p38 MAPK y reduce la
fosforilacion de p38 MAPK, el cual tienen un rol en varias enfermedades como
el cancer, enfermedades neurodegenerativas, enfermedades del corazdn,
enfermedades autoinmunes, entre otras.®’

3. Inmunodeficiencia primaria por defectos en las células NK

La variabilidad genética y clinica de las diferentes inmunodeficiencias
primarias incluyen mas de 350 desdrdenes genéticos con mas de 340

defectos genéticos diferentes.®®

Los defectos en la funcién de las células NK fueron publicados por primera
vez en los afos ochenta.®®’? Mas de 50 inmunodeficiencias primarias

perjudican a las células NK. La identificacidon del papel de las células NK en la
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defensa del huésped evoluciond mas lentamente, es por ello que existe una
caracterizacion mas avanzada de las inmunodeficiencias primarias por

defectos en las células By células T. 7!

Una deficiencia de las células NK o de la actividad de las células NK es llamada
deficiencia de las células asesinas naturales (NKD, por sus siglas en inglés),
un sindrome muy raro. Hay dos tipos de deficiencias de las células asesinas
naturales: Clasica y funcional. La deficiencia clasica es la deficiencia en cuanto
a cantidad de las células NK y la funcional es la deficiencia de su actividad.
La deficiencia de las células NK es asociada con una susceptibilidad a
infecciones virales tales como virus del papiloma humano y herpesvirus como
el virus del herpes simple (HSV, por sus siglas en inglés). Los avances
genéticos han permitido la identificaciéon de 6 genes que pueden causar estas
condiciones, GATA2, MCM4, GINS1, RTEL1, IRF8 y FCGR3A. 7273

3.1. Inmunodeficiencia primaria causada por defectos en el gen
FCGR3A (CD16a)

La primera causa de NKD por causa de FCGR3A fue identificada en 1996 en
dos pacientes que experimentaban infecciones severas recurrentes por
herpes virus e infecciones respiratorias en los cuales se identifico una
mutacion homocigdtica con cambio de sentido en el gen FCGR3A de una T a
una A en la posicién 230, dando como resultado la sustitucion de un
aminoacido L66H. La mutacion ocurre en el dominio distal de Ig de CD16 que
conduce a la pérdida de su reconocimiento por el anticuerpo B73.1 mientras
que el sitio de unién a Fc en el dominio proximal no es afectado y se conserva
el reconocimiento por el anticuerpo mas comunmente usado 3G8. Ademas,
la tincidn con 3G8 en la superficie de las células NK del paciente demostro
que CD16 se expresaba en estas células y se transportaba correctamente a
la membrana celular. En cuanto a la funcionalidad de las células NK, en los
dos casos, que fueron publicados independientemente por De Vries y
Jawahar, se encontraron que el ADCC era normal, pero en cuanto a la
citotoxicidad natural, De Vries no encontré ninguna anormalidad mientras

que Jawahar demostré que ésta se vio afectada.’*7’>

En 2012 se identificé a un nuevo paciente con esta inmunodeficiencia que
sufria enfermedad de Castleman con recurrencia por EBV y el virus del

papiloma humano. En cuanto a la funcionalidad de las células NK también
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encontraron una ADCC normal debido a que la mutacion L66H no afecta el
sitio de unién IgG-Fc, pero encontraron una citotoxicidad natural defectuosa
y una disminucién en la expresion de CD2, un receptor de coactivacién. En

esta investigacion encontraron una asociaciéon entre CD16 y CD2 tanto
bioquimicamente con en la sinapsis inmunolégica. En estudios in vitro no

encontraron diferencias en cuanto a la citotoxicidad espontanea usando la
linea celular NK-92 (CD16°) tanto sola como transducida con CD16 normal y
CD16-L66H, y las células K562 como diana, no obstante si observaron una
disminucién de la citotoxicidad natural usando las células diana mel1106.7°

4. Receptores Fc gamma (FcxR) humanos

Los receptores Fc gamma son glicoproteinas que actuan como receptores
para la inmunoglobulina G (IgG), la mas abundante de las cinco clases de
inmunoglobulinas. La regiéon Fc ( Fragmento cristalizable) de la IgG es la que
se une a estos receptores. Dichos receptores se encuentran en casi todas la
células inmunes (Tabla 1), y desencadenan respuestas inmunitarias muy
variadas como la fagocitosis de microorganismos opsonizados con IgG o
complejos inmunes, la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(ADCC), activacién de la NADPH oxidasa, la liberacién de citoquinas, la
modulacién de la presentacidon antigénica, la maduracidon de las células
dendriticas, la regulacidon de la activacién de los linfocitos B y la supervivencia
de las células plasmaticas.”””8

Los FcyR humanos tienen dos o tres dominios extracelulares que, en funcién
de su estructura y afinidad para la IgG, se subdividen en tres grandes grupos:
FcyRI (CD64, con alta afinidad para la IgG), FcyRII (que incluye tres proteinas
similares: CD32A, CD32B y CD32C, que se unen a sus ligandos con baja
afinidad) y FcyRIII (CD16A y CD16B, también de baja afinidad para la IgG).”°
Para transmitir sefiales intracelulares CD64 y CD16A se unen a moléculas
adaptadoras (como la cadena ¢ de CD3 o las cadenas y o B de FceRI), en
cambio el fragmento citoplasmatico de los receptores CD32 incluye motivos
ITAM (Inmunoreceptor de activacion basado en tirosina) o ITIM
(Inmunoreceptor de inhibicion basado en tirosina). CD16B carece de region
intracitopldasmica y se ancla a la membrana a través de un
glicosilfosfatidilinositol. La mayoria de los FcyR transmiten sefales

activadoras, siendo CD32B el Unico receptor inhibidor.”®
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Tabla 1. Expresion de los Fcx R en diferentes tipos celulares

FcR¥I | FcRII¥A | FCcRII¥B | FCRII¥C | FCRIII¥A | FcRIII¥B
(CD64) | (CD32A) | (CD32B) | (cD32C) | (CD16A) (CD16B)
Células NK - - G? G2 C -
Linfocitos T - - c3 - - -
Linfocitos
B ) ) c ) ) )
Macréfagos C C C G C -
Monocitos C C G -
Neutrofilos I C G G - C
Eosinofilos I C - - - I
Basofilos - C C - - C
Mastocitos I c* - - - -
Plaquetas - C - - - -

Expresidn de FcyRs en diferentes tipos celulares.® Expresidn constitutiva es indicada por “C”,
expresion inducible por “I” y expresién dependiente de genotipo por “G".

'Expresion de FcRIIYB ocurre en células NK en individuos con una delecién de CNR1.8!

2 Expresado solo en el 30% de los humanos.

3Una subpoblacién de linfocitos T de memoria.®?

# Mastocitos no estimulados derivados de células de cordén umbilical.®

4.1. Locus FcxR
Los genes que codifican los FcyR estan localizados en dos grupos de genes
en el cromosoma 1. Uno de ellos contiene tres genes de alta similaridad que
han sido descritos para FcyRI. FCGR1A y FCGR1C estan localizados en el
brazo corto del cromosoma 1 (g21) mientras que FCGR1B se localiza en el
brazo largo (p12). 8 El otro grupo contiene los genes que codifican para los
receptores de baja afinidad FcyRII/FcyRIII y se localizan en el brazo corto del
cromosoma 1 (1q23-24, respectivamente).8 Las tres isoformas de FcyRII son
codificadas por tres genes separados, FCGR2A, FCGR2B y FCGR2C?, y los
exones que codifican sus dominios extracelulares presenta una alta
homologia, de hecho parece ser que FCGR2C es el resultado de un
entrecruzamiento desigual entre FCGR2A y FCGR2B.%” FcyRIIIA y FcyRIIIB,
también estan codificados por genes separados, FCGR3A y FCGR3B, que son
altamente homodlogos en los exones que codifican sus dominios

extracelulares.’8
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FCGR2A HSPA  FCGR3A FCGR2C HSPA FCGR3B FCGR2B
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Figura 2. Genes que conforman el locus FCGR de baja afinidad

4.2. Variacion genética en Fc¥Rs de baja afinidad
Los genes que codifican los Fc¥Rs son altamente polimérficos y variaciones
genéticas relevantes en cuanto a la funcionalidad han sido descritas para
todos los receptors Fc gamma de baja afinidad. Otra variacidon genética que

se ha observado es la variacién en el nUmero de copias.

4.2.1. Polimorfismos de locus FCGR de baja afinidad
Los polimorfismos mas relevantes de los genes de baja afinidad del locus
FCGR que afectan a la funcionalidad celular y muchos estan asociados con
distintas enfermedades se resumen en la Tabla 2.

4.2.2. Variacion en el numero de copias (CNV)
Desde los primeros estudios del genoma humano se comprendia que los
individuos tienen dos copias de cada gen. Ahora se sabe que esto no es
universal y que los genes se someten a una variacién en el nUmero de copias
(CNV, del inglés copy number variation). CNV es cualquier cambio en el
numero de copias de un gen o regién funcional del genoma en relaciéon con
algunos estandares. En la mayoria de los casos, ese estdndar es de dos
copias, el numero diploide esperado.
La variacion en el niumero de copias (CNV) es el resultado de la variacion
gendmica estructural, dicha variacidon implica segmentos de ADN de al menos
1kb de longitud, y pueden ser microscépicos o submicroscépicos.
La existencia de CNV en el grupo de genes del locus FCGR se conoce desde
el afio 1990 cuando un paciente con lupus eritematoso sistémico fue
identificado con una pérdida completa de la expresidn de la proteina FcyRIIIB
en neutrofilos y una anomalia genética en el gen FCGR3B. 8990
La variacion en el niumero de copias (CNV) contribuye a las diferencias
interindividuales y representa alrededor del 5% del genoma humano.®!
Dichas variaciones han sido detectadas en FCGR2C, FCGR3A y FCGR3B, mas
no en FCGR2A y FCGR2B.?? Distintos segmentos superpuestos dentro de la
region gendmica FCGR3A-FCGR2C-FCGR3B se duplican y eliminan. Breunis
en 2009 para estudiar el CNV del locus FCGR lo dividid en 4 diferentes
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patrones (I-IV). El patrén I consistia en CNV de FCGR2C y FCGR3B, el patrén
IT en CNV de FCGR3A y FCGR2C, el patron III en CNV de FCGR3A, FCGR2C y
FCGR3B, y el patrén IV en CNV de FCGR3A.°? Sin embargo, Niederer en 2010
hizo otra caracterizacion de estas regiones a las cuales denomind CNRs (del
inglés, Copy Number Region)®3® y sugiri6 3 regiones (CNR1-3), tiempo
después se identificd una cuarta regién. CNR1 incluye los genes de FCGR2C,
HSPA7 y FCGR3B. CNR2 incluye el exon 8 y la parte 3'UTR de FCGR2A,
HSPA6, FCGR3A vy la parte proximal de FCGR2C incluyendo el exén 7 pero no
el exén 8 o la parte 3'UTR de FCGR2C. La regidn CNR3 incluye los genes
completos de FCGR3A, FCGR2C y HSPA7. CNR4 incluye los exones de FCGR2C
después del exdén 3, HSPA7, FCGR3B y los primeros exones de FCGR2B, al
menos incluyendo al exén 3°4 (Figura 3).

La CNV en el locus FCGR contribuye a las diferencias fenotipicas y funcionales
FcyR interindividuales a través de un efecto de dosificacidon génica. Se ha
encontrado que el numero de copias del gen FcyRIIIa se correlaciona con los
niveles de expresion de FcyRIIIa en las células NK, asi como con la ADCC.%?
De forma similar, la CNV de FCGR3B se correlaciona directamente con la
expresion de proteinas, la captacién de neutréfilos y la adherencia a

complejos inmunes.??2>96

Regiones dentro del locus FCGR de baja afinidad que experimentan variacién en el nimero de copias (CNV)

| i
| 1

FCGR2A HSP6 FCGR3A FCGR2C HSP7 FCGR3B FCGR2B
Rt fic’. ”

2 2kb - 9kb 18kb 2kb 9kb
©

30kb
14kb

£
Exén2 Exén3 Exéns_ . 2 5 Exénd Exén2
\ EXOnSeygna Exéna Exént Exon1 Exénz Exénd  EXSn6 Exon7 Exén1|T) EXSnS Exon3 |
1

I RN B I B N T N

Regiones CNV descritas por
(Frecuencia):

¥}
>4
=}

—_ by p—

Breunis et al 2009

1(17.1)
(3.1)
11(0.7)
1V(1.6)

Niederer et al 2010

CNR1
CNR2
CNR3
CNR4

Figura 3. Variabilidad en el nimero de copias del locus FCGR. El clister
de genes que abarca HSP6, FCGR3A, FCGR2C, HSP7 y FCGR3B esta sujeto a CNV que resulta de
la duplicacién o delecidn de grandes segmentos gendmicos (45,000 - 68,000 pares de bases).
Estas regiones de nimero de copias (CNR) se designaron previamente como Variante I-IV y
CNR1-4.°%%3 Los genes FCGR se organizan de acuerdo con su posicién en el cromosoma 1. Las
flechas negras indican la orientacion del gen. Se muestran las distancias entre los genes.
llustracion modificada de Ria Lassauniére.”’
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Tabla 2. Principales variaciones genéticas que afectan a los genes Fc gamma de baja afinidad, su efecto en la
funcionalidad y asociacion con enfermedades

Posicion del

Rs# Nucleétido aminoacido Aminoacido Efecto en la funcionalidad Asociacion con la enfermedad
FCGR2A
c.497°2 His Aumento de la afinidad para IgG1 e 1gG2a.%® SGB, EK, FPI, y para genotipos homocigotos, MG y PTI infalti.”
rs1801274 c.497G 131 Arg LES, sepsis meningocdcica.®®:100
rs72717038 Cc.742+871A>G Aumento de la activacion celular tras la union de 1gG.%' | Anafilaxia en pacientes con hipogammaglobulinemia.!%!
FCGR2B
rs143796418 -386 C>G Haplotipos del promotor 2B1, 2B2 Y 2B4 influye en la . . o 102,103
15780467580 120 T5A expresién, 102,103 Haplotipo 2B4 se asocia con susceptibilidad a LES.
c.695T Ile
rs1050501 c.695C 232 Thr Excluye al receptor de las balsas lipidicas®4105 Susceptibilidad a LES, proteccidén contra la malaria.194.105
FCGR2C
rs759550223 c.169T Terminacién Codon stop, sin expresion de FCGR2C
c.169C Resulta en un marco de lectura abierto (ORF) y expresion
) 13 GIn de FCGR2C,101,106 PTI!06
rs149754834 -386 C>G Haplotipos del promotor 2B1, 2B2. Cambio funcional
rs34701572 -120 T>A desconocido.
rs76277413 c.798 +1 A>G A provoca que exon7 se corte y empalme
CNV Correlacién con los niveles de expresién (0, 1 o 2 copias) EK107
FCGR3A
c.230T Leu
rs10127939 c.2302 66 His Aumento de la afinidad para IgG1, IgG3 e IgG. 108 Inmunodeficiencia en homocigosis’®
c.230G Arg Alteracion funcional de las células NK (L66H).7®
c.559G Val Aumento de la afinidad para IgG1, IgG2 e IgG3.1%° Susceptibilidad a PTI!? y AR!?
396991 158 LES, SGB, RA, Enfer_medad de Crohn, Sl’_ndr_ome de Behcet, Recaida de
granulomatosis de Wegener, Penfigoide ampolloso, y para
c.559T Phe homocigotos, PTI y nefritis.”®
CNV Correlacion con los niveles de expresion (1, 2 o 3 copias) | LES y enfermedad por anticuerpos antimembrana basal glomerular.”®
FCGR3B
NA1 : Para homocigosis , Vasculitis asociada a anticuerpos anti-
Variantes polimérficas NAL. NA2 v SH NA1 y SH tiene una mas alta afinidad de unién para IgG3 | citoplasma de neutrdfilos, PTI crénica en nifios, MG. NA2 : LES, SGB,
P ! Y que NA2. %8 Enfermedad de Behcet, nefropatia por IgA y Esclerosis multiple.SH :
n.a. Neutropenia neonatal aloinmune, Reacciones de transfusion.”®
Correlacion con los nlvele_s de expresion (0, 1,20 3 Glomerulonefritis, esclerosis sistémica, AR, FPI y EK.”®
CNV copias).
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4.3. Activacion e inhibicion celular mediada por los receptores
Fc gamma

Todos los receptores de activacion contienen motivos ITAM involucrados en
la senalizacion del receptor, a excepcion de CD16B. FcyRIIA y FcyRIIC son
receptores de cadena Unica que lleva un ITAM en su dominio citoplasmico,
mientras que FcyRIIIA se asocia con moléculas adaptadoras que llevan
dominios ITAM (FceR1ly and CD247).> Tras la interaccién con complejos
inmunes, el receptor Fc gamma activador o inhibidor se transloca a balsas
lipidicas (pequefias regiones de membrana plasmatica que son ricas en

colesterol y esfingolipidos).!12-114

En el caso de un receptor activador, éste co-localiza con las Src quinasas.
Estas quinasas fosforilan las tirosinas dentro del ITAM. Las tirosinas
fosforiladas se convierten en sitios de acoplamiento para Syk. Estas quinasas
fosforilan multiples sustratos, incluyendo fosfatidilinositol 3-quinasa (PI13-K),
fosfolipasa C gamma (PLCy) y las moléculas adaptadoras SLP76 y LAT!!>
(Fig4). Estas moléculas organizan y activas varias rutas de sefalizaciéon
dependiendo del tipo celular. En la figura 4 resumimos la activacion celular

mediada por los receptores Fc gamma.

FcyRIIB (CD32B) es el unico receptor inhibidor Fc gamma que contiene un
motivo ITIM en su dominio citoplasmatico en lugar de la secuencia ITAM.!16
Este receptor inhibidor emite sefiales mediante la activacién de fosfatasas, a
diferencia de los receptores activadores que lo hacen a través de varias
quinasas. La fosfatasa SHIP-1 es la principal enzima activada.!l’ Esta
fosfatasa se une a través de su dominio SH2 a las tirosinas fosforiladas dentro
de la secuencia ITIM de FcyRIIB. SHIP1 transforma fosfatidil inositol 3,4,5
trifosfato (PIP3) el producto principal de PI3-K, en fosfatidilinositol 3,4-
bifosfato (PIP2), previniendo de esta manera la estimulacién de enzimas clave

para la activacion como Akt, Btk, y PLCy!!® (Fig4).

La mayoria de las células expresan al mismo tiempo receptores activadores
e inhibidores, las células NK son células particulares al respecto ya que solo
expresan FcyRIIIA. Una célula en particular respondera cuando la suma de
sefiales de activacién e inhibicion alcance un umbral de activacion que se
determina por la expresién relativa de ambos tipos de receptores Fc

gamma.!18
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Ag ag

lgG

Receptor Receptor
inhibidor activador
FcyRIIB FcyRIIA/C
PIP3 PIP2
N (W

RE

Figura 4. Senalizacion de receptores Fc gamma activadores y de
inhibicion. Sefializacién de inhibicién. Después del reconocimiento del antigeno (Ag) por
el receptor inhibidor FcyRIIB se produce la fosforilacidn de la secuencia ITIM. Luego, el inositil 5-
fosfatasa (SHIP1) se une a las tirosinas fosforiladas dentro de la secuencia ITIM a través de su
dominio SH-2. SHIP1 transforma fostatidil inositol-3,4,5-trifosfato (PIP3) en fosfatidilinositol 3,4-
bifosfato (PIP2), previniendo la estimulacidon de enzimas clave de activacién. Senalizacién de
activacion. El reconocimiento del antigeno por parte del receptor Fc gamma activador induce la
activacion de las familias quinasas Src y Syk en las balsas lipidicas. Estas enzimas se asocian con
las tirosinas fosforiladas en las secuencias ITAM. Syk luego fosforila enzimas como la
fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K), fosfolipasa C gamma (PLCy) y las moléculas adaptadoras
SLP76 y LAT. PI3K produce fosfatidil inositol-3,4,5-trifosfato (PIP3), que conduce a la activacion
de Akt y la quinasa regulada por sefial extracelular (ERK). PLCy produce inositol trifosfato (IP3) y
diacilglicerol (DAG). Estos segundos mensajeros causan la liberacidon de calcio del reticulo
endoplasmico (RE) y la activacién de la proteina quinasa C (PKC), respectivamente. PKC conduce
a la activacion de ERK. Vav activa las GTPasas de la familia Rac, que estan involucradas en la
regulacion del citoesqueleto de actina. Otras enzimas como la tirosina quinasa de Bruton (Btk)
también activan la GTPasa Rac. P representa un grupo fosfato. Ilustracién basada en la
publicacién de Carlos Rosales.!®

4.4. Funciones mediadas por los receptores Fc gamma
Las funciones realizadas por los distintos receptores Fc gamma incluyen la
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC), fagocitosis celular
dependiente de anticuerpos (ADCP, por sus siglas en inglés), estallido
respiratorio, liberacién de mediadores proinflamatorios y regulacidon de la

activacion de células B y produccion de anticuerpos (Fig5).
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ADCC se induce cuando la IgG forma un puente entre un antigeno extrano en
la superficie de una célula y una célula efectora citotdxica portadora de
receptores Fc gamma. Posteriormente los receptores activadores inician la
activaciéon celular y un ataque litico en la célula diana recubierta de
anticuerpo.!t?

ADCP implica el envolvimiento de patdgenos y residuos celulares, la
internalizacion en fagosomas y su posterior fusidon con lisosomas, donde las
enzimas lisosomales destruyen la materia ingerida. Este proceso contribuye
a la presentacién del antigeno. Durante la ADCP, los fagocitos profesionales
aumentan su consumo de oxigeno y generan aniones superéxido (Oz) y
peréoxido de hidrégeno (H.0.) a través de un proceso llamado estallido
respiratorio. Estos metabolitos de oxigeno dan lugar a otras especies
reactivas de oxigeno con una potente actividad antimicrobiana.!2°

Ademas de la produccién de especies reactivas de oxigeno, la activacion
celular mediada por los receptores Fc gamma induce la produccién de
mediadores proinflamatorios que modulan la funcién de otras células

inmunitarias.12!

CélulaNK ¢ =i -4 » . CélulaDendritica FcyRIIA
élula \ .),S‘ : “
! f "h. . £ &5 Fagocitosis . FcyRIIB
T . : o
> a3 - A ‘ 'A. {
ADCC :\s s @0 FoyRinA
‘e
Fagocitosis X @ FcyRIIIB
Neutréfilo i YV s
5 ':v ; 0 Linfocito B )\(\- gG
Apoptosis

Explosion respiratoria Regulacion negativa de

produccion de anticuerpos

Macréfago P

o Plaqueta

Fagocitosis

g Internalizacién

Explosion respiratoria

O: H20.

ADCC

Figura 5. Expresion de las isoformas de los receptores Fc gamma y
sus funciones en los distintos leucocitos.
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Se han reportado pacientes que padecian de inmunodeficiencia primaria con
deficiencia funcional en las células NK que exhibian infecciones severas por
herpes virus y que tenian una mutacién homocigdtica en CD16A (que codifica
una sustitucién L66H) que impacta la citotoxicidad natural de las células NK,
mas no la ADCC. Sin embargo, hasta el momento, no se han descrito
individuos genéticamente deficientes en la expresiéon de CD16A. Aqui se
describe una familia de nacionalidad ecuatoriana en la cual varios miembros
carecian de la expresion de CD16A y uno de ellos tenia varias manifestaciones
clinicas de inmunodeficiencia primaria. El trabajo empezd con este enfoque,
en la caracterizacion de la ausencia de expresion de CD16A, y después se
continud con un estudio genético a nivel poblacional, no solo centrandose en
el gen FCGR3A sino también abarcando la variabilidad que existe en los
demas genes de los receptores Fc gamma de baja afinidad en la poblacién
ecuatoriana, para posteriormente estudiar una poblacion amerindia especifica
de Ecuador, la comuna de Llano Grande, a la cual pertenece la familia de

estudio.

Para estudiar con detalle lo anteriormente sefialado los principales objetivos

que se plantearon en esta tesis fueron los siguientes:

1. Analizar las alteraciones fenotipicas y funcionales de las células NK en
los individuos que carecen de la expresion de FcyRIIIA (CD16A).

2. Identificar nuevos SNPs en el gen FCGR3A que puedan alterar la
expresion de FcyRIIIA (CD16A) en la poblacion ecuatoriana.

3. Caracterizar las variaciones (CNVs y SNPs) que afectan a los genes del
locus FcyR de baja afinidad en la poblacion ecuatoriana.

4. Caracterizar la variabilidad (CNVs y SNPs) que afecta a los genes del

locus FcyR de baja afinidad en la poblacién Llanograndeiia.
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1. Reactivos

1.1. Anticuerpos usados en citometria de flujo

Molécula que reconoce Clon Fabricante

anti-FceR1y policlonal Merck Millipore
2B4-PE.Cy5.5 C1L.7 Biolegend
CD14-APC HCD14 Biolegend
CD14-FITC HCD14 Biolegend
CD15-PE W6D3  Biolegend
CD16-APC 3G8 Biolegend
CD16-PC7 3G8 Biolegend
CD16-V500 3G8 Biolegend
CD2-FITC RPA-2.10 Biolegend
CD3-FITC UCHT1 Biolegend
CD3-Pacific Blue UCHT1 Biolegend
CD45-V500 HI30 Biolegend
CD56-APC CMSSB Biolegend
CD56-PE NCAM16.2 BD biosciences
CD56-PE HCD56 Biolegend
CD56-PE.Cy5.5 HCD56 Biolegend
CD57 HCD57 Biolegend
IgG anticonejo 6B9GY9 Biolegend
KIR2DL1/S1-PEVio770 143211 Biolegend
KIR2DL2/S2/L3-PEVio770 DX27  Biolegend
Lamp1l/CD107a-APC H4A3 Biolegend
NKG2A-APC 131411 R&D systems
NKG2C-PE 134591 R&D systems
NKG2D-PE 1D11 Biolegend

1.2. Anticuerpos monoclonales
Anticuerpos monoclonales para CD16 (hibridomas 3G8 y B73.1, otorgados
por el Prof. JL Strominger, Universidad de Harvard, Cambridge MA, EE. UU.)
fueron purificados a partir del sobrenadante de hibridoma mediante
cromatografia en Sefarosa-proteina G. El mAb especifico de 2B4 (clon c1.7)
se adquirié de Serotec; el mAb para NKG2D (clon 148910), NKp30 y NKp46
procedian de R & D Systems. Los mAbs de control de isotipo fueron de Sigma.
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2. Lineas Celulares
Todas las células fueron incubadas a 37°C, con un 5% de CO. en una
incubadora humidificada y se diluian segun lo necesario. Todos los medios de
cultivo eran suplementados con: L-glutamina 1 mM, piruvato sédico 1 mM,
aminoacidos no esenciales 0.1 mM, penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100
U/ml (Biowest).

La linea celular 293T fue cultivada en el medio DMEM (del inglés, Dulbecco’s
Modified Eagle Medium) con 10% de suero fetal bovino (FBS). Las células
293T se transfectaron con plasmidos que portaban las diferentes
construcciones CD16, con o sin plasmidos que codificaban las moléculas

adaptadoras de sefalizacion FceR1y o CD247.

PBMCs fueron cultivados en medio RMPI con 5% de FBS, 5% de suero

humano y segun lo indicado 50U/ml de IL-2 (Peprotech).

3. Células Primarias
Las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) se purificaron por
centrifugacién en Ficoll-Hypaque (GE). Los neutréfilos se aislaron de sangre
completa con un gradiente de densidad de dos etapas.!?? Se lavaron dos
veces en solucion salina tamponada con HEPES (Ca?* y Mg* libre, Gibco Life
Sciences) y se resuspendieron a 1 x 10% / ml en el mismo medio. El estudio
se realizd de acuerdo con los principios expresados en la Declaracidon de
Helsinki y aprobado por los Comités de Etica en Investigacion Institucional de
los diversos hospitales involucrados. Todos los participantes dieron su
consentimiento informado para la recoleccion de muestras y analisis

posteriores.

4. Citometria de Flujo
Los experimentos se llevaron a cabo tifiendo muestras de 100ul de sangre
completa mediante marcaje directo con anticuerpos monoclonales. En otros,
10°> de PBMCs purificados o granulocitos fueron utilizados para la tincién. Las
células se lavaron e incubaron en 0.5%(p/v) de PBS/ 1% (v/v) de albumina
de suero bovino/0.1% de suero bovino fetal /buffer PBS con 0.1% de azida

de sodio (buffer PBA) y se tifleron utilizando anticuerpos monoclonales
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especificos de marcaje directo para receptores indicados durante 40 min a
40C,

Cuando fuera necesario, las células se fijaron utilizando paraformaldehido al
1-2% y se permeabilizaron mediante incubaciéon con saponina al 0.1%. Las
células se analizaron utilizando los citdmetros FACSCalibur (BD Biosciences)
y Gallios (Beckman Coulter). Los datos se analizaron con los programas
FlowJo y Kaluza Flow Cytometry Analysis.

5. PCR, clonaje y secuenciacion

ARN mensajero fue aislado de PBMCs purificados y granulocitos usando el
reactivo Trizol y el kit RNEasy (Quiagen). EI ADN complementario fue
sintetizado usando Superscript II RTase (Gibco) y los transcritos de CD16
fueron amplificados usando la enzima polimerasa Vent (NEB) y los
oligonucleétidos 5'- ggggatccgccaccatgtggcagctgctectece-3' y 5'-
gcgcggccgctcatttgtcttgagggtectttcte-3'. Los oligonucleétidos 5'-
CGGTGCAGCTAGAAGTCCATC-3' y 5-ACTTGGTACCCAGGTGGAA-3' fueron
usados para el analisis por gRT-PCR de la expression CD16BA.

6. MLPA

Los polimorfismos del locus FCGR fueron analizados con el método de MLPA,
por sus siglas en inglés, o amplificacion de sondas dependiente de ligandos
multiples segun el protocolo recomendado por el fabricante (MRC-Holland,
Amsterdam, Paises Bajos). El ensayo de MLPA especifico de FCGR incluye
sondas especificas de genes disefiadas para determinar la variacién del
numero de copias en FCGR2A, FCGR2B, FCGR2C, FCGR3A, FCGR3B, asi como
de HSPA6 y HSPA7 que se encuentran en el mismo grupo de genes. Ademas
del niumero de copias este kit detecta algunos polimorfismos frecuentes vy
mutaciones puntuales tales como FCGR2A R131/H131; FCGR2B 2321/232T;
FCGR2B/C -386 (Alias -343) G/C; FCGR3A 158V/158F. Sondas especificas
para FCGR3B NA1, NA2 y SH estan también incluidas.

7. Identificacion del punto de recombinacion de FCGR3B/A
Un fragmento de ADN gendmico que abarca el cuarto intron de FCGR3 y
fragmentos de los exones adyacentes se amplificaron por PCR utilizando un
oligonucleétido forward, 5'-ccctgaggacaattccacac-3', especifico para ambos
FCGR3A y FCGR3B, y un oligonucledtido reverse, 5'-
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ctttgagtgtggcttttggaatgta-3 ', que es especifico para FCGR3A. Este producto
se secuencié luego utilizando cebadores de oligonucledtidos internos y se
analizé en un analizador genético ABI Prism 3100-Avant (Applied

Biosystems).

8. Ensayo de Degranulacion
Para los ensayos de degranulaciéon que cuantifican la expresion de CD107a
de la superficie celular, 1x10°> PBMCs se lavaron dos veces en PBS y se
agregaron 2x10° células diana en 200 ul de medio completo. Se usaron
células diana tanto para experimentos de ADCC y de citotoxicidad
redirigidat?3; las células Raji y las células P815 se sensibilizaron, o no, con
mAbs especificos de Rituximab o NKG2D (clon 149810, R&D systems) y 2B4
(clon c1.7, Beckman Coulter) respectivamente. Las células se centrifugaron
durante 3 minutos a 300 rpm y se incubaron durante 2 horasa 37 ° Cen 5%
de CO.. Luego, las células se lavaron una vez en PBS enfriado con hielo / BSA
al 2% / EDTA 2 mM / azida de sodio al 0,05% (PBA) y se tifileron con CD3-
FITC, anti-CD56 conjugado con PE para el reconocimiento de las células NK
y anticuerpos monoclonales anti-CD107a conjugado con APC durante 30 min
a 49C. Las células se lavaron, se resuspendieron en PBA y se analizaron

mediante citometria de flujo.

9. Western blot
Las células se recogieron, se lavaron una vez con PBS enfriado en hielo y se
lisaron en tampon de lisis RIPA (Tris 50 mM pH 7,4, NaCl 150 mM, Triton X-
100 al 1%, desoxicolato de sodio al 1%) y SDS al 0,1% con inhibidores de
proteasa (1 UM de Pepstatina A, 1 UM Leupeptina) y 0,5 mM Iodoacetamida
durante al menos 30 minutos en hielo. Los lisados se centrifugaron para
sedimentar el material insoluble durante 15 minutos a 4 © C y luego se
cuantificaron, se cargaron 25-30 ug de proteina en geles de poliacrilamida
del 8-12% con agentes reductores y SDS, se sometid a electroforesis y luego
a transferencia a PVDF (Immobilon-P, Millipore). Las membranas se
bloquearon en leche desnatada al 5% (1 h, 25°C), se lavaron tres veces en
Tween / TBS al 0.05% y se incubaron (durante la noche, 4°C) en anticuerpos
primarios: anticuerpo monoclonal de ratén anti-CD16 (clon DJ130c),
anticuerpo monoclonal de ratén anti-HLA-B / C (clon HC10), anticuerpo

monoclonal de ratéon anti-HLA-C (clon L31), anticuerpo monoclonal de ratén
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anti-p actina (Sigma Aldrich) , anticuerpo policlonal de conejo anti CD247
(CD3¢, un regalo del Prof. B Alarcon) o anticuerpo policlonal de conejo anti-
FceR1y (Merck Millipore) en Tween / TBS al 0.05%. Las membranas se lavaron
luego en Tween / TBS al 0,05% (5 min, 2X) y los anticuerpos unidos se
visualizaron utilizando reactivos secundarios de cabra anti-ratén o cabra anti-
conejo (Dako Cytomation) y el reactivo de deteccion de Western Blotting ECL
(GE Healthcare). Para el tratamiento con N-glicanasa, 25 ug de lisado de la
muestra se desnaturalizaron durante 10 minutos a 100°C y se trataron con
0,25 unidades de la enzima PNGase-F (New England Biolabs) durante 1 hora
a 37°C antes del analisis por SDS-PGE y western blot.

10. Analisis de anticuerpos especificos de CMV
Los anticuerpos especificos de CMV se determinaron utilizando un kit ELISA
disponible en el mercado (Genycell).

11. Identificacion de SNPs en el gen FCGR3A. PCR, clonaje y
secuenciacion.
Amplificacion por PCR utilizando como molde ADN gendmico con la enzima
Pwo de la regidn que cubre parte del intrén 2, exdn 3, intrén3, exon 4 y parte
del intron 4 del gen FCGR3A usando los siguientes primers, Forward 5°

tgcccctactcaatatttgatttatct 3° y Reverse 57 ccctttattggtgattttectcttee 3.

Se amplificaron también parte del intrén 4, exdén5 y parte del intrén 5
mediante los siguientes primers Forward 5’ ggcctcccgggectggggtgtctg 3" y
Reverse 5’ tctgattctggaggctggtgctaca 3, y la continuacion del intron 5 y exén
6 utilizando los primers Forward 5 "tgtagcaccagcctccagaatcaga3 'y Reverse

5 "agaaatgttcagagatgctgctgct 3.

El producto de la PCR se cloné en el vector pNZY28 (NZYTECH), se
seleccionaron las colonias positivas y se hicieron minipreps (NZYTECH). Los
clones se enviaron a secuenciar para encontrar si existian la presencia de
nuevos SNPs en el gen FCGR3A.

12, Analisis in silico de alteraciones en el sitio de splicing
Para encontrar si los SNPs encontrados en los intrones del gen FCGR3A
afectaban el sitio de splicing se utilizd el programa online Human Splicing
Finder (http://www.umd.be/HSF3/).
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13. Ensayos funcionales de splicing mediante minigenes
Los ensayos funcionales de splicing mediante minigenes permiten estudiar el

efecto que una mutacién produce en el proceso de splicing.

Los minigenes son vectores plasmidicos de expresidon en eucariotas que

contienen un fragmento del gen que se desea estudiar.

13.1. Vector pSPL3

El vector pSPL3 fue cedido por la Dra. Lourdes Ruiz Desviat (CBMSO). Consta
de un origen de replicacion para E. Coli; secuencias del virus SV40 que
promueven la replicacidn y la transcripcion en células humanas; un marcador
de seleccién (gen de resistencia a la ampicilina); 2 exones, V1 procedente de
la B-Globina de conejo y V2 del gen HIV1-tat y un sitio de mutacion multiple
(MCS). Oligonucleétidos SD6 (TCT GAG TCA CCT GGA CAA CC) y SA2 (ATC
TCA GTG GTATIT GTG AGC) son usados en la PCR primaria.

13.2. Minigenes en pSPL3
Amplificacion por PCR con la enzima Pwo de la region de interés que cubre
parte del intrén 2, exdn 3, intrén3, exdn 4 y parte del intrén 4 del gen FCGR3A
usando los siguientes primers, CD16ANotI 5°
ataagaatGCGGCCGCTGCCCCTACTCAATATTTGATTTATCT 3~ y CD16ABamHI
5’ ataaGGATCCCCCTTTATTGGTGATTTTCCTCTTCC 3°.

El producto de la amplificacion por PCR se cloné en el vector pNZY28
(NZYTECH), se seleccionaron las colonias positivas y se hicieron minipreps
(NZYTECH).

Posteriormente se procedio a la digestidon con las enzimas Notl y BamHI para
comprobar que tienen el inserto. Se comprobd la identidad del clon

seleccionado por secuenciacion.

Una vez confirmada la identidad del clon se cortd aproximadamente 2 ug de
la miniprep seleccionada, y 3ug del vector pspl3 con las enzimas Notl y
BamHI. Se corrid en gel, se recortd las bandas y se purificé.

Posteriormente se procedid a la ligacidn del inserto con el vector de splicing

usando la enzima T4 ADN ligasa (New England Biolabs).

La transformacion se hizo en placas de LB Ampicilina, se picaron colonias, se

hicieron minipreps y se procedié a comprobar que tienen inserto cortando con
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las enzimas Notl y BamHI. Las minipreps seleccionadas que tienen el inserto

se secuencian para comprobar su identidad y orientacion.

Posteriormente se procede a la maxiprep del clon identificado y con correcta

orientacion.

La transfeccion del clon seleccionado se hizo con el kit de jetPEI (Polyplus
transfection) en células 293T, y con el kit Amaxa Human NK Cell Nucleofactor

(Lonza) en las lineas celulares NK-92, NK3.3 y NKL.

Después de la transfeccién se realizd la extraccion de ARN de las células
recogidas, se procedié a hacer una RT-PCR usando los primers especificos de
pSPL3 (SD6 y SA2).

14. Paciente y Voluntarios

14.1. Breve Historia clinica del paciente

o Vardn de 24 afios, nativo de una region rural de Ecuador (Llano
Grande), vive 14 afios en Espafa.

o Inmunodeficiencia NK (CD56+/CD16-).

o Infeccidn crénica activa por virus de Epstein Barr (EBV).

o Sufre problemas renales y gastrointestinales atribuidas a la infeccién
por EBV.

o Osteoporosis leve.

14.2. Voluntarios

14.2.1. Voluntarios nativos de Ecuador
Las muestras de ADN fueron donadas por el catedratico José Ramdn Regueiro
Gonzalez-Barros de la Universidad Complutense de Madrid y corresponden a
muestras de ADN gendmica, aislado de células mononucleares de sangre, de

ecuatorianos no relacionados que viven en Madrid.

14.2.2. Voluntarios procedentes de la comuna Llano Grande
Los voluntarios son mayores de edad, hombres y mujeres, nativos de la
comuna Llano Grande residentes en Madrid. Para la recoleccidon de las
muestras de sangre se tuvo la colaboracién de la Asociacion Llano Grande,
Deporte y Cultura y la Asociacion de mujeres de bordado. Los individuos

donaron sangre suficiente para extraer ADN gendmico y realizar citometria
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de flujo en sangre entera sin aislamiento celular. El estudio contdé con la
aprobacion del Comité de Etica del Hospital Universitario Puerta de Hierro.

15. Analisis Estadistico
Para realizar el analisis de multiples comparaciones Tukey se utilizd el
software informatico ORIGIN 2016 b9.3.226.
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1 CARACTERIZACION DE UNA NUEVA INMUNODEFICIENCIA
DEBIDO A LA CARENCIA DEL RECEPTOR CD16A

15.1. Identificacion de una familia donde miltiples miembros son
deficientes para la expresion de CD16 en células NK y
monocitos

En el paciente con enfermedad crdnica por el virus de Epstein Barr (EBV, por
sus siglas en inglés), se observé que sus células NK no expresaban el receptor
FcyRIIIA, también llamado CD16A (Figura 6A). El polimorfismo alélico que
afecta a la unién del anticuerpo monoclonal podria excluirse como una
explicacién para el hecho de no detectar la expresién de CD16 en células NK,
ya que no se observé reactividad con los anticuerpos monoclonales B73 o
3G8 que se unen a diferentes dominios de la regién extracelular de CD16.
Ademas, la expresion de la proteina CD16 no se detectd en el analisis de

transferencia Western Blot de PBMCs purificadas (Figura 6B).

A 10"‘280% 10 % . 10°

Paciente

o Control
w0
w
D1EIg
« O"L s
CcD16 CD16
(mAb B73) (mADb 3G8)
N (]
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B C)oQ C)°<\\ Q’bo\e‘
-— cCD16
bl [t Figura 6. A Las células NK en PBMCs de un control
o | D247 sano y del paciente se identificaron mediante tincién
de CD3 y CD56. Segun lo evaluado por dos mAbs
s | HLA-C (istintos, la expresion de CD16 era indetectable en las
e células NK del paciente. B. Western blot de CD16 y
_— ce epe
— - el HLA-C en PBMCs purificados de dos controles sanos y
E— TN, del paciente.
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Los granulocitos CD15* de este individuo expresaron el receptor
CD16B, pero a niveles reducidos en comparacién con los controles
sanos (Figura 7A). El analisis de la familia inmediata identificd otros
dos hermanos (un hermano gemelo y una hermana) en los que la
expresion de CD16A tampoco se detectd en células NK de sangre
periférica o en monocitos (Figura 7B). Picos de niveles elevados de
ADNemia de EBER de Epstein Barr también se han observado en los
ultimos individuos con deficiencia de CD16A a lo largo del tiempo, pero
hasta la fecha la falta de esta molécula no ha dado lugar a

manifestaciones mas graves de la enfermedad.
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Figura 7. A. Los granulocitos del paciente expresan niveles mas bajos de CD16B que los
controles. La sangre completa se tifid con anticuerpos monoclonales especificos de CD15 y CD16,
y los granulocitos se identificaron por las caracteristicas de FSC/SSC y los altos niveles de
expresion de CD15 se determinaron por citometria de flujo. Se indican las GeoMFls. B. Andlisis
de la expresién de CD16 (Geo MFI) en células NK y monocitos de controles sanos y no
relacionados, y miembros familiares del paciente, incluido el paciente que corresponde al Hijo
1.
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15.2. Definicion molecular del defecto en estos individuos
deficientes en CD16A

Para identificar la base de esta expresion defectuosa de CD16 se utilizé PCR
para amplificar y secuenciar clones de ADN complementario (ADNc) de CD16
de PBMCs del paciente. En estos experimentos se identificaron clones
correspondientes a receptores transmembrana y GPI y en la Figura 8A se
muestran ejemplos representativos de ambos tipos de ADNc. Un analisis
detallado de estas secuencias de ADNc revelé que el receptor CD16 del
paciente cuya region 3~ codificd un receptor con regiones transmembrana y
citoplasmaticas, tenia en la porcion 5 del transcrito residuos mas tipicos del
CD16B.

Dado que el locus FcyR2/3 en el cromosoma 1 es propenso a recombinacién
y entrecruzamiento cromosdmico desigual %, probamos si alguna lesidn
genética en el locus FcyR2/3 podria ser la base de la expresién alterada de
CD16 en los granulocitos y las células NK del paciente. Para explorar esta
idea, se analizod la estructura del locus FCGR en los padres y descendientes
de la familia utilizando un método de amplificacidon de sondas dependiente de
ligandos multiples (MLPA, por sus siglas en inglés) 106124 Estos analisis
revelaron que la madre tenia una copia de FCGR3A en unos de sus alelos y
una delecion de este gen en el otro cromosoma, mientras que el padre
presentaba una copia de FCGR3A en uno de sus alelos y en el otro tenia una
recombinacion que dio lugar a un gen hibrido FCGR3B/A donde los elementos
promotores eran los asociados con CD16B (expresidon en granulocitos, pero
no en células mononucleares). Un analisis adicional establecié que el sitio de
recombinacion se encuentra en una region de ~ 200 pb al comienzo del intrén
4 de los genes FCGR3A y FCGR3B.

Tanto las supresiones paternas como las maternas incluyeron el gen FCGR2C,
lo que llevé a una falta completa de CD32C. Los tres hermanos con expresion
de CD16 indetectable en células NK heredaron una copia del cromosoma
paterno que poseia el gen recombinante FCGR3B/A y otra del materno con
delecién del gen FCGR3A, mientras que los nifios competentes CD16A habian
heredado una o dos copias de un gen funcional FCGR3A (Figura 3B). Ninguno
de los miembros de la familia codific6 una versién funcional de FCGR2C;
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mientras que todos ellos tenian al menos una copia de un gen funcional

FCGR3B, consistente con la expresion de CD16B en granulocitos.
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CD16A deficiente (3 individuos)
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Figura 8. La ausencia de expresion de CD16A se debe a los eventos de
eliminacion y recombinacion que afectan el locus FCGR2/FCGR3 en el
cromosoma 1. A. Alineacion de las secuencias de CD16A (FcyR3A) y CD16B (FcyR3B / HNA-1a
/ b) con clones de ADNc de CD16 representativos del paciente. Los residuos variables se resaltan en
violeta. P2 corresponde a una quimera CD16B/A y P5 a CD16B. B. La estructura del locus FcyR de
baja afinidad en el cromosoma 1, en comparacion con la misma regién gendmica en los diversos
miembros de la familia estudiada. La estructura genética del locus fue analizada por MLPA.
Colaboracién del Dr. Carlos Vilches y Dra. Manuela Moraru.

15.3. El ARNm que codifica el receptor CD16B/A recombinante,
pero no la proteina, se puede encontrar en los granulocitos

El receptor CD16B/A aislado del paciente solo alcanzd la superficie celular
cuando se cotransfecté con plasmidos que codifican FceR1ly o CD247 en
experimentos de sobreexpresion en células 293T (Figura 9A). Habiéndose

establecido que este receptor transmembrana podria expresarse in vitro,
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probamos si era expresado por algun leucocito in vivo. Al utilizar un ensayo
de gRT-PCR para medir especificamente los niveles de expresion de este
CD16 recombinante, no se encontraron transcritos de CD16B/A en
preparaciones de células mononucleares de sangre periférica. Sin embargo,
se encontraron niveles bajos de ARNm de CD16B/A en el ADNc preparado a
partir de granulocitos purificados de aquellos individuos con una copia del gen
recombinante (Figura 9B), consistente con los elementos reguladores 5' que
son los de CD16B. Para probar la expresion de la proteina receptora,
aprovechamos el hecho de que el granulocito CD16B normalmente esta
anclado en la membrana celular a través de GPI que puede ser escindido por
PI-PLC °®. El tratamiento con PI-PLC no deberia afectar la expresion superficial
de CD16B/A, un receptor que contiene un dominio transmembrana. El
tratamiento con PI-PLC redujo eficazmente el nivel de proteinas ancladas a
GPI de superficie, pero ningin miembro de la familia retuvo una expresion
significativa de CD16 en granulocitos después de la exposicidon a PI-PLC, lo
que sugiere que no hubo expresién significativa del receptor CD16
transmembrana en la superficie celular de estas células. El analisis de
transferencia de Western blot de lisados de granulocitos purificados, tratados
con N-glicanasa (Figura 9C), confirmé que solo se podia detectar CD16B en
estas células. La expresion de FceR1y no fue detectable en estos lisados de
granulocitos humanos recién aislados, lo cual concuerda con datos anteriores
en los que solamente los neutrdéfilos activados, pero no los que estadn en
reposo, expresan esta molécula adaptadora de sefializacidon?>12¢ (Figura 9D).
Esta regulacidn parece ser transcripcional ya que el ARNm de FceR1y se
detectd en el analisis de Northern blot de neutréfilos humanos inducidos por
interferéon-y, pero no sin tratar.'?® Las moléculas CD16A se degradan
rapidamente en ausencia de FceR1y 27128 por lo que es posible que la falta
de expresion de la proteina CD16BA en los neutrdéfilos no estimulados pueda
estar relacionada con la ausencia, o expresion de muy bajo nivel, de esta
molécula adaptadora de sefalizacion en estas células. De hecho, la expresién
de FceR1y puede ser limitante para la expresién de CD16BA incluso en
neutroéfilos activados, ya que estas células también comienzan a expresar el
receptor de alta afinidad FcyR1 (CD64)!2°-131 que también se ensambla con

FceR1y 126132 y competira con CD16BA por esta molécula adaptadora.
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Figura 9. Requisitos y patron de expresion de la molécula CD16BA
recombinante. A. El receptor CD16BA transmembrana debe asociarse con FceR1y o CD247
para su expresion en la superficie celular. Las células 293T se transfectaron con plasmidos que
dirigian la expresién de los receptores indicados y las moléculas adaptadoras y la expresion de
la superficie celular de CD16 se determind mediante citometria de flujo. En todos los casos, mas
del 40% de las células transfectadas expresaron CD16 en la superficie celular, excepto aquellas
células transfectadas solo con CD16A o CD16B/A, donde se detect6 tincion de CD16 enel 1.17%
y el 0.84% de las células, respectivamente. Colaboracién de Alfonso Blazquez Moreno y Roberto
Lozano Rodriguez. B. Los granulocitos de los miembros de la familia con el gen FCGR3B/A
expresan niveles bajos de ARNm para este receptor. Los granulocitos recién aislados se lisaron
en Trizol, se aislé el ARN y se prepard el ADNc. La expresion de CD16BA se analizdo mediante gRT-
PCR. C. No hay evidencia de la expresion de una forma de CD16 resistente a PI-PLC en
granulocitos de controles o miembros de la familia. Los granulocitos recién aislados se
sometieron a digestidn, o se trataron con PI-PLC, durante 1 hora a 37 ° Cy luego se analizo la
expresion de CD16 mediante citometria de flujo. D. El anélisis de Western Blot de lisados de
granulocitos muestra que las moléculas de CD16 presentes tienen un peso molecular tipico de
CD16B unido a GPI. No se encontré expresion de FceR1y en granulocitos recién aislados.

15.4. Citotoxicidad natural normal, pero ausencia de ADCC en las
células NK de donantes deficientes en CD16A

Como cabia esperar por la ausencia de expresion de CD16A, las células NK

de los individuos deficientes en CD16A no pudieron mediar la ADCC (Figura

10A). En contraste, la citotoxicidad natural usando como diana a las células

K562 o después de la estimulacion de receptores especificos como NKG2D y

2B4 fue comparable a la mediada por miembros de la familia que expresan

CD16 y donantes sanos no relacionados (Figura 10B). Esta observacion fue
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sorprendente ya que previamente se sugiri6 que CD16 participaba en
procesos de citotoxicidad natural 3>76,al menos en parte a través de la
asociacién con CD27%. Sin embargo, no observamos diferencias consistentes
en la expresion de CD2 en células NK de miembros de la familia que expresan
CD16A y deficientes en CD16A (Figura 10C) en muestras de sangre multiples

analizadas durante un periodo de 18 meses.
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Figura 10. Caracterizacion fenotipica y funcional de células NK
deficientes en CD16A. A. Las células NK que no expresan CD16A no pueden mediar
ADCC. Los PBMCs recién aislados se incubaron con células Raji, opsonizadas o no con rituximab,
durante dos horas y luego se analizd la induccidon de la degranulacidon de las células NK mediante
citometria de flujo. B. Las células NK de individuos competentes y deficientes en CD16A median
niveles comparables de citotoxicidad natural. Los PBMCs recién aislados se incubaron en medio,
con células K562, células P815 o células P815 cargadas con mAbs especificos para NKG2D y 2B4.
Después de dos horas de co-cultivo, se evalud la induccién de la desgranulacion de las células
NK mediante citometria de flujo. C. La expresion de CD2 en células NK es comparable entre los
controles y los individuos deficientes en CD16. Histogramas representativos que muestran la
expresion de CD2 en PBMCs recién aisladas tefidas con CD3, CD56 y anticuerpos especificos de
CD2 y analizadas por citometria de flujo. Datos cuantitativos que no muestran diferencias en el
Geo MFI de la expresion de CD2 entre los miembros de la familia que expresan CD16A y los
deficientes en CD16A.
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15.5. Expansion de células NK “reactivas al EBV”, pero una
frecuencia reducida de células NK adaptativas en individuos
deficientes en CD16A en comparacion con los miembros de
la familia que expresan CD16A

Dado que los analisis serolégicos revelaron que todos los miembros de la
familia eran seropositivos para los antigenos de Epstein Barr (EBV) y
citomegalovirus humano (HCMV), aprovechamos la observacién de que
subpoblaciones especificas de células NK de sangre periférica humanas se
han asociado con estas infecciones virales como una forma de evaluar la
capacidad de las células NK de estos individuos a participar en las respuestas
inmunes in vivo. En concreto, determinamos la frecuencia de células NK
“diferenciadas tempranamente” reactivas a EBV CD569™, NKG2A*, NKG2D",
KIR  y CD57-55133.13% asi como las células NK “adaptativas” CD57*, FceR1y,
NKG2C* asociadas con HCMV3>136 en |a sangre periférica de varios miembros

de la familia.

Las células NK con el fenotipo de la subpoblacién asociada al EBV se pudieron
identificar en todos los individuos analizados, pero a niveles marcadamente
elevados en los tres individuos con deficiencia de CD16A estudiados (Figura
11). Dado que esta subpoblacion se encuentra en una mayor frecuencia solo
durante los meses inmediatamente posteriores a la mononucleosis infecciosa
aguda®>, esta observacion implica que estos individuos han sufrido un
episodio de replicacion del virus mas intenso o mas reciente que los otros
miembros de la familia. Por lo tanto, estos datos refuerzan que la replicacién
de EBV esta menos controlada en la deficiencia de CD16A. Sin embargo, estos
datos también sugieren que la ausencia de CD16A en las células NK no impide
la expansidn in vivo de una poblacion de células NK capaces de reconocer
células B infectadas con EBV®>!33 y, al menos en modelos de ratones
humanizados, son capaces de controlar la replicacién viral'3*. Una
observaciéon importante sobre el paciente es que recibié un trasplante
hematopoyético de células madre en 2016 y su ADNemia por EBV ahora es
persistentemente negativa; la frecuencia de las células NK "diferenciadas
tempranamente" reactivas al EBV, ahora ha disminuido a niveles similares a
los encontrados en individuos sanos seropositivos al EBV (alrededor del 1.2%,
datos no mostrados).
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Figura 11. Cuando se compararon los miembros de la familia que
expresan CD16A con los individuos con deficiencia de CD16A
muestran expansiones de células NK "reactivas al EBV". Mayor frecuencia
de células NK reactivas al EBV en PBMCs de miembros de la familia deficientes en CD16A. Las
PBMCs recién aisladas se tifieron con los anticuerpos especificos CD3, CD56, CD57, NKG2D,
NKG2A, KIR2D y CD16 directamente marcados y la frecuencia de células NK "EBV reactivas"
(CD569™M, NKG2D*, NKG2A*, CD57,, KIR") en linfocitos fue determinada mediante citometria de
flujo.

En contraste con lo que se observé para las células NK "EBV reactivas", el
desarrollo de células NK "adaptativas" (CD569™, CD57*, FceR1y) en los
miembros de la familia con deficiencia de CD16A se redujo notablemente en
comparacién con los nimeros de estas células NK presentes en aquellos
miembros de la familia que poseian incluso una sola copia de FCGR3A (Figura
12). La expansidn de las células NK adaptativas esta estrechamente asociada
con la seropositividad para HCMV!3>, pero el andlisis ELISA mostré que las
respuestas de anticuerpos especificos del CMV eran comparables entre los
miembros de la familia que expresan CD16A y los deficientes en CD16A

(Figura 13A), lo que sugiere que todos tuvieron la infeccién.
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Figura 12. Cuando se compararon los miembros de la familia que
expresan CD16A con los individuos con deficiencia de CD16A
muestran una frecuencia reducida de células NK adaptativas Frecuencia
reducida de células NK adaptativas en PBMCs de miembros de la familia con deficiencia de
CD16A. Las PBMCs recién aisladas se tifieron con anticuerpos especificos para CD3, CD16, CD56,
CD57, NKG2C, NKp30 y FceR1y y se determind la frecuencia de las células NK adaptativas. Se
muestran datos representativos de citometria y un resumen de todos los datos.

El analisis especifico de la activacion de CD16 por anticuerpos especificos de
CMV, determinado utilizando un ensayo de activacion de CD16 basado en
células'3’13®, mostré que la activacién de CD16 por anticuerpos especificos
de CMV fue mas fuerte en los miembros de la familia con deficiencia de CD16A
en comparacion con los que expresan CD16A (Figural3B, panel izquierdo),

aunque las diferencias no alcanzaron niveles de significacién estadistica. De
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manera similar, la activacién de CD16 por anticuerpos especificos contra el

virus de Epstein Barr fue significativamente mas fuerte con el plasma

derivado de miembros de la familia deficientes en CD16A en comparacion con

los aislados de quiénes expresan CD16A (Figura 13C).
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Figura 13. Respuestas de anticuerpos especificos de HCMV en
individuos que expresan CD16A y en individuos deficientes en CD16A.
A. Miembros de la familia que expresan CD16A y deficientes en CD16A generan cantidades
similares de IgG especifica para HCMV. Las respuestas de anticuerpos especificos de HCMV se
determinaron mediante ELISA. Se muestran los niveles de anticuerpos de unién a HCMV para
cada miembro de la familia y se comparan las respuestas de los individuos que expresan CD16A
y los deficientes en CD16A. B. Tanto los miembros de la familia que expresan CD16A como los
deficientes en CD16A hacen que los anticuerpos especificos de HCMV sean capaces de activar
CD16. Los anticuerpos de activaciéon de CD16 especificos de HCMV se analizaron midiendo la
produccién de IL-2 después del co-cultivo de una linea celular indicadora BW5147 que expresaba
una proteina de fusion CD16-zeta con fibroblastos infectados con HCMV en presencia o ausencia
de muestras de plasma en las diluciones indicadas. Se comparan las respuestas de los miembros
de la familia que expresan CD16A y deficientes en CD16A. C. Los miembros de la familia con
deficiencia en CD16A producen respuestas de anticuerpos activadores de CD16 especificos
contra EBV mas fuertes que los parientes que expresan CD16A. Los anticuerpos de activacion de
CD16 especificos de EBV se analizaron midiendo la produccién de IL-2 después del co-cultivo de
una linea celular indicadora BW5147 que expresaba una proteina de fusion CD16-zeta con
células B95-8 infectadas con EBV en presencia o ausencia de muestras de plasma en las
diluciones indicadas. Se comparan las respuestas de los miembros de la familia que expresan
CD16A y deficientes en CD16A. Estos experimentos se hicieron en colaboracion con el Dr. Philip
Kolb en el laboratorio del Dr. Hartmut Hengel, Universidad de Friburgo.

In vitro, las células NK deficientes en FceR1y pueden proliferar cuando se co-
cultivan con células infectadas por virus y suero humano que contiene
anticuerpos especificos contra virus.*®* Dado que CD16A es el principal
receptor de Fcy expresado por las células NK humanas, y por lo tanto, el
principal mecanismo por el cual las células NK pueden detectar complejos

inmunes, nos preguntamos si la presencia reducida de células NK adaptativas
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in vivo en la deficiencia de CD16A podria ser una consecuencia de la
incapacidad de las células NK en estos individuos para detectar complejos
inmunes. Esta hipdtesis sugiere que la estimulacidon especifica a través de
CD16 deberia producir una acumulacion de células NK CD57* FceR1y". Para
probar esta idea, se cultivaron PBMCs de varios donantes sanos con un mAb
especifico para CD16 (clon 3G8) o con un mAb de control de isotipo e
interleuquina-2 durante 10-12 dias y luego se evalué la frecuencia de células
NK adaptativas en el cultivo. Estos datos, que se muestran en la Figura 14,
establecen claramente que bajo estas condiciones de cultivo, la frecuencia de
las células NK adaptativas aumenté significativamente.
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Figura 14. El cultivo con mAb especifico para CD16 e IL-2 conduce a
una mayor frecuencia de células NK adaptativas. Se cultivaron PBMCs de
controles sanos en presencia del mAb especifico de CD16 3GS8, o un control de isotipo, y 50U /
ml de IL-2. La IL-2 se repuso cada 3-4 dias y después de 10 dias en cultivo las células se
recolectaron, se tifieron con CD3, CD16, CD56, CD57, NKG2C, NKp30 y anticuerpos especificos
contra FceR1yy se determind la frecuencia de células NK adaptativas. Se muestran experimentos
representativos de citometria y un resumen de todos los datos.
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16. VARIABILIDAD DEL LOCUS FCGR DE BAJA AFINIDAD:
CARACTERIZACION EN LA POBLACION ECUATORIANA Y EN
PARTICULAR EN LA COMUNA DE LLANO GRANDE

Los dos eventos independientes en el gen FCGR3A que conllevaron a su falta
de expresion en los tres individuos de la familia de origen ecuatoriano, nos
sugieren que alteraciones genéticas que afectan CD16A pueden ser mas
frecuentes de lo habitual en esta poblacion. Es por ello que en una cohorte
de 70 muestras de ADN gendmico de individuos de origen ecuatoriano
procedimos mediante el método de MLPA a caracterizar las variables
genéticas (CNV y SNPs) de los genes de locus FCGR de baja afinidad
(FCGR2A, FCGR2B, FCGR2C, FCGR3A y FCGR3B). Cabe mencionar que es la

primera vez que se realiza un estudio de este tipo en esta poblacion.

Para ser mas especificos en esta investigacidn también nos planteamos
estudiar a una poblacién en concreto de Ecuador, la comuna de Llano Grande,
ubicada en la provincia del Pichincha, y lugar de origen de la familia de
estudio. Para llevar a cabo esta parte de la investigacion gracias a la
colaboracién de asociaciones de esta comuna que residen en Madrid pudimos

obtener 42 muestras de sangre de voluntarios.

Como se menciond en la introduccion para el estudio del nimero de copias
se ha divido el locus en regiones llamadas CNRs (del inglés, copy number
region). Hasta el momento se han descrito 4 regiones, CNR1-4. Analizamos

estas regiones en dichas poblaciones mediante el método de MLPA.

Respecto a los SNPs nos interesaba sobre todo los del gen FCGR3A, por lo
que mediante PCR y secuenciacién procedimos a amplificar tanto intrones
como exones de este gen en blUsqueda de mutaciones. Esto lo hicimos en la

poblacion ecuatoriana.

Tanto en la poblaciéon ecuatoriana como en concreto en la de Llano Grande
procedimos mediante MLPA al estudio de SNPs especificos que se los conoce
en la literatura por su influencia en la afinidad con la IgG, en las distintas
funciones que desempefian las células en donde se expresan y por su
asociacion a distintas enfermedades. Estos SNPs son los siguientes: FCGR2A
R131/H131; FCGR2B 2321/232T; FCGR2C STOP/ORF; FCGR2B/C -386 (Alias
-343) G/C; FCGR3A 158V/158F; FCGR3B alotipos NA1, NA2 y SH.
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16.1. Duplicacion/delecion de regiones genémicas del locus FCGR
de baja afinidad en las poblaciones de estudio

La variacion en el numero de copias (CNV) del locus FCGR sugiere cuatro
regiones CNV: CNR1, CNR2, CNR3 y CNR4. La mas comun de estas regiones
designada como CNR1 comprende los genes FCGR2C-HSP7-FCGR3B®3 y 35
individuos de la poblacién ecuatoriana mostraron un cambio en el niumero de
copias en esta regién que corresponde a la mitad de los individuos analizados
(50%). Las duplicaciones de CNR1 son 6 veces mas frecuentes que las
deleciones (42.85% vs. 7.14%), y en 5 individuos (7.14%) se encontraron
duplicaciones de CNR1 en ambos alelos. La variacién en el nUmero de copias
en la region CNR2 que comprende los genes HSP6-FCGR3A-FCGR2C ocurre
en 2 individuos con un 2.84%, uno de ellos con una delecién y el otro con
una duplicacion con un 1.42% cada uno. Se encontré un individuo con
duplicaciones tanto en CNR1 y CNR2 (1.42%). Estos datos estan detallados
en la Tabla 3. CNR3 y CNR4 no fueron detectados en esta cohorte.
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Figura 15. CNRs encontradas en el locus FCGR de baja afinidad en la
poblacion de Llano Grande y de Ecuador.
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Tabla 3. Haplotipos del locus FCGR de baja afinidad encontrados en
la poblacion ecuatoriana y en particular en la comuna de Llano

Grande.

Haplotipo ECUADOR LLANO GRANDE
WT/WT 35(50) 8(19.15)
WT/CNR1dupl 23(32.86) 12(28.57)
WT/CNR1del 5(7.14) 0(0)
CNR1dupl/CNR1dupl 5(7.14) 14(33.33)
CNR1 dupl/CNR2 del 1(1.43) 0(0)
CNR1 dupl/ CNR2 dupl 1(1.43) 0(0)
Individuos que llevan el haplotipo

WT+ 63(90) 20(47.62)
CNR1dupl+ 30(42.86) 33(78.57)
CNR1del+ 5(7.14) 0(0)
CNR2dupl+ 1(1.43) 2(4.76)
CNR2del+ 1(1.43) 1(2.38)
CNR5del+ 0(0) 4(9.52)

En cuanto a la poblacién de Llano Grande encontramos que ésta no era similar
a ninguna de las estudiadas en la actualidad. Se encontraron 4 individuos que
eran portadores de un gen recombinante FCGR3B/A (9.52%), lo cual resulta
de la delecion de una regién en el locus FCGR que nosotros la denominamos
como CNRS5 (Fig 15). Nuestros resultados muestran que mas de tres cuartos
(78.57%) de la cohorte estudiada correspondiente a la poblacidon de Llano
Grande lleva al menos una duplicacion de CNR1, y una tercera parte lleva la
duplicacién en ambos cromosomas. Como observacion, un individuo parece
llevar dos duplicaciones CNR1 en uno de sus cromosomas 1. Al contrario que
en la poblacion ecuatoriana, no encontramos ninguna delecion CNR1 en esta
poblacion. En cuanto a CNR2 se encontraron 2 individuos con duplicacion
(4.76%) y uno con delecion (2.38%). CNR3 y CNR4 tampoco fueron

detectadas en esta cohorte.

16.2. Variacion en el numero de copias (CNV) de los genes del
locus FCGR de baja afinidad en las poblaciones de estudio
Confirmando estudios previos, en esta investigacién solo se ha encontrado
CNV en los genes FCGR2C, FCGR3A y FCGR3B pero no en FCGR2A y
FCGR2B®%13° (Tabla 4). La variacién en el nimero de copias del gen FCGR3A
en la poblacion ecuatoriana fue bajo (2/70 [2.85%]), un individuo presentaba

una copia y otro individuo 3 copias. Por el contrario, CNV de los genes FCGR3B
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y FCGR2C fue mucho mas frecuente, ocurriendo en 35/70 (50%) y 34/70
(48.57%) respectivamente. Se observo un alto porcentaje de duplicacion de
los genes FCGR3B y FCGR2C, en concordancia con la elevada duplicacién de
CNR1, presentandose un porcentaje de 3 copias del 35.71% y 32.86%
respectivamente. Un porcentaje elevado de individuos con 3 copias del gen
FCGR3B también se observé en otros estudios como el de Hollox que analizd
una pequefia muestra de individuos (64) de Hispanoameérical4® y otro sobre

tribus nativas americanas del Perd.1#!

Respecto a la poblacién de Llano Grande, no se encontraron haplotipos con
una completa delecion del gen FCGR3A, pero si tomamos en cuenta a los 4
individuos que llevan el recombinante, podriamos decir que hay 5 individuos
(11.9%) con una sola copia del gen funcional FCGR3A. La duplicacién de la
region CNR1 se ve reflejado en el numero de copias de los genes FCGR3B y
FCGR2C, con un alto porcentaje de 3 copias (42.9%) y 4 copias (33.3%) del
gen FCGR3B, y 3 copias (30.9%) y 4 copias (35.7%) del gen FCGR2C.

Ademas de la similaridad observada en nuestras poblaciones de estudio con
otras procedentes de Latinoamérica, si comparamos con otras poblaciones de
otros continentes podemos encontrar mayor similitud con los paises del este
asiatico como Japoén y China. En 1962 se publicd un estudio de un posible
contacto transoceanico entre Ecuador y el este de Asia, especificamente la
cultura Valdivia (Ecuador) con la de Jomo (Japén) que datan desde hace 2000
y 3000 a.C. #?
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Tabla 4. Variacion en el nimero de copias en los genes FCGR2 y FCGR3 en las poblaciones de estudio y en la de
otras poblaciones. Los valores entre paréntesis corresponden a los porcentajes.

Presente estudio Latinoamericanos Caucasicos Individuos negros Asiaticos
Nativoamericanos Peri”
a a d e,f g h i J k
ECU LGE ASH MAT AYM MIX LAT¢| MIX CAU HLD UK SAFR KEN CHN JP
N=70 N=42 N=120 N=84 N=120 N=64 N=919 N=146/129 N=1484 N=131 N=833 N=32 N=32
FCGR2A
2 copias genéticas 70(100)  42(100) 919(100)  146(100) 131(100)
FCGR2B
2 copias genéticas 70(100)  42(100) 919(100)  146(100) 131(100)
FCGR2C
0 copias genéticas 0(0) 0(0)
1 copia genética 5(7,14) 0(0) 10(6.8) 9(6,9)
2 copias genéticas 36 (51,43) 13(30,95) 116(79.5) 93(71)
3 copias genéticas 23(32,86) 13(30,95) 20(13.7) 25(19,1)
4 copias genéticas 6(8,57) 15(35,7) 0(0) 4(3,1)
5 copias genéticas 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
6 copias genéticas (0)o 1(2,38) 0(0) 0(0)
FCGR3A
1 copia genética 1(1,4) 1(2,38) 13(10.8) 9(10.7) 16(13.3) 11(1.2) 2(1.6) 20(1.3) 0(0) 4(0,4) 1(3.1) 0(0)
2 copias genéticas 68(97,14) 39(92,86)| 105(87.5) 72(85.7) 104(86.7) 865(94.1)  122(94.6) 1389(93.7)| 126(96,2) 814(97,7)| 26(81.2) 28(87.5)
3 copias genéticas 1(1,4) 2(4,76) 2(1.7) 3(3.6) 0(0) 42(4.6) 5(3.9) 75(5.1) 5(3,8) 15(1,8) 5(15.6) 3(9.4)
4 copias genéticas 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 1(0.1) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 1(3,1)
FCGR3B
0 copias genéticas 0(0) 0(0) 3(2.5) 9(10.7) 0(0)  1(1.6) 1(0.1) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
1 copia genética 5(7,14) 0(0)| 27(22.5) 24(28.6) 5(4.2) 9(14.1)| 60(6.5) 9(6.2) 10(7,6) 3(9.4) 2(6.3)
2 copias genéticas 35(50) 9(21,43)| 58(48.3) 39(46.4) 86(71.7) 23(35.9)| 766(83.4)  121(82.9) 97(74) 19(59.4)  19(59.4)
3 copias genéticas 25(35,71) 18(42,85)| 27(22.5) 9(10.7) 28(23.3) 26(40.6)| 84(9.1) 16(10.9) 20(15,3) 9(28.1)  11(34.4)
4 copias genéticas 5(7,14) 14(33,33) 4(3.3)  2(2.4) 1(0.8)  2(3.1) 8(0.9) 0(0) 4(3,1) 1(3.1) 0(0)
5 copias genéticas 0(0) 1(2,38) 0(0)  1(1.2) 0(0)  1(1.6) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
6 copias genéticas 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 2(3.1) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
7 copias genéticas 0(0) 0(0) 1(0.8) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
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Este estudio. ECU,Ecuador; LGE, Llano Grande, Ecuador.

Tribus nativoamericanas del Perd: ASH, Ashaninka; MAT, Matsiguenga; AYM, Aymara.4!
MIX LAT, Mezcla de Latinoamericano: Colombianos, Brasilefios y Mexicanos.*
MIX CAU: Mezcla de Caucasoides: Holanda, Austria, Australia y Reino Unido.'**
HLD, Holanda.*?

HLD, Holanda.®

UK, Reino Unido.*

SAFR, Individuos negros de Sudafrica.”’

KEN, Kenia, Luhya.”’

CHN, China.*®

JP, Japén.1#®

AT TSm0 Q0o

16.3. SNPs del gen FCGR2A
Nuestros resultados muestran que el SNP de CD32A, H131R, en la poblacién
ecuatoriana tiene unas frecuencias muy similares a la de otras poblaciones
como la poblacién mestiza de Brasil y la de Nigeria con una mayor frecuencia
del genotipo FCGR2A-131HR, seguida del genotipo de baja afinidad FCGR2A-
131RR, por lo tanto, con una mayor frecuencia alélica de FCGR2A-131R*. En
cuanto a la poblacién de Llano Grande se observa una mayor frecuencia del
genotipo FCGR2A-131RR, seguida del genotipo FCGR2A-131HR, al igual que
en la poblacién amerindia Xikrin-Kayapo de Brasil, acentuandose aun mas el
porcentaje de frecuencia alélica de FCGR2A-131R*. La poblacién de Llano
Grande presenta uno de los mas bajos porcentajes del genotipo de alta
afinidad FCGR2A-131H/H [4/42(9.52%)], detras de la poblacién amerindia
de Brasil con 1.1% (Tabla 5). Al parecer los amerindios tienen los mas bajos
porcentajes del genotipo de alta afinidad FCGR2A-131HH en comparacion con

otras poblaciones.

16.4. SNPs del gen FCGR2B

En la poblacién ecuatoriana pudimos observar una frecuencia del SNP
FCGR2B-1232T con una tendencia a tener mas el alelo FCGR2B-232I* que el
FCGR2B-232T* (alelo que disminuye la expresion de la superficie celular del
receptor inhibidor CD32B), llegando a no tener ninguno de los individuos del
estudio el genotipo FCGR2B-232TT. En la poblacién de Llano Grande, esta
caracteristica se evidencié aln mas pues ninguno de los individuos presenté
los genotipos FCGR2B-232TT y FCGR2B-232IT, es decir solo poseen el alelo
FCGR2B-2321I", esta particularidad no se ha observado en otras poblaciones
(Tabla 6).
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Tabla 5. Frecuencia genotipica, de portador de alelo y alélica del polimorfismo FCGR2A H131R.

paréntesis corresponden a los porcentajes.

Los valores entre

56

Presente Estudio Sudamericanos Caucasoides Individuos Negros Asiaticos
e Rio 1000 . . 1000
ECU? LGE® ARG" . Genomas MIXCAU® HLD' | SAFR® KEN" NIG Jp!
Amerindios® Grande Genomas
EUROPE
do Norte* EAS*
N=70 N=42 N=102 N=92 N=364 N=379 N=919 N=100 | N=131 N=97 N=88 N=64 N=504
FCGR2A
Frecuencia de genotipo H131R
131RR 19 (27.1) 21 (50)| 22 (21.6) 77(83.7) 106 (29.3)| 98(25.9) 187(20.3) 20(20)| 41(31.3) 23(23.7) 23(26.1) 1(1.6) 31(6.2)
131 HR 35 (50) 17 (40.5)| 39(38.2) 14(15.2) 182(50.3)| 183(48.3) 463 (50.4) 52(52)| 64 (48.9) 43(44.3) 47 (53.4)| 26(40.6) 218(43.3)
131 HH 16 (22.9) 4(9.5)| 41(40.2) 1(1.1) 74(20.4)| 98(25.9) 269(29.3) 28(28)| 26(19.8) 31(32) 18(20.5)| 37(57.8) 255(50.6)
Equilibrio HW p=0.987 p=0.836| p=0.036 p=0.689 p=0.798 p=0.504 p=0.634 p=0.641| p=0.910 p=0.290 p=0.502| p=0.131 p=0.079
Portador de al menos un alelo
131R+ 54 (77.1) 38(90.5)| 61 (59.8) 91(98.9) 288 (79.6)| 281(74.1) 650 (70.7) 72 (72)[105(80.2) 66 (68.0) 70 (79.5)| 27(42.2) 249(49.4)
131H+ 51(72.9) 21 (50)| 80(78.4) 15(16.3) 256 (70.7)| 281(74.1) 732(79.7) 80(80)| 90(68.7) 74(76.3) 65(73.9)| 63(98.4) 473(93.8)
Frecuencia alélica
131R 73(52.1) 59(70.2)| 83(40.7) 168(91.3) 394(54.4) 379(50)| 837(45.5) 92(46) 146(55.7) 89(45.9) 93(52.8)| 28(21.9) 280(27.8)
131H 67(47.9) 25(29.8)| 121(59.3) 16(8.7) 330(45.6) 379(50)|1001(54.5) 108(54) 116(44.3) 105(54.1) 83(47.2)| 100(78.1) 728(72.2)
a. Este estudio. ECU, Ecuador; LGE, Llano Grande-Ecuador.
b. ARG, Argentina, Ciudad de Cérdoba.'*®
c. BRZ, Brasil, amerindios amazénicos de Xikrin-Kayapo.*’
d. BRZ, Brasil, Rio Grande do Norte.'*
e. MIX CAU: Mezcla de Caucasoides: Holanda, Austria, Australia y Reino Unido.'*
f. HLD, Holanda.*®*
g. SAFR, Individuos negros de Sudafrica.”’
h. KEN, Kenia, Luhya.”’
i. NIG, Nigeria, Yoruba.”’
j. JP,Japdn.t?
k. EAS, Este asiatico. Datos obtenidos de proyecto 1000 genomas.
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Tabla 6. Frecuencia genotipica, de portador de alelo y alélica del
polimorfismo FCGR2B I232T. Los valores entre paréntesis corresponden a
los porcentajes.

16.5. Haplotipos del promotor de FCGR2B/FCGR2C

EAS, Este asiatico. Datos obtenidos de proyecto 1000 genomas.

Presente Estudio Caucasoides Individuos Negros Asiaticos
1000 MIX 1000
ECU  LGE® | Genomes , HID"| SAFR' KEN®  NIG' | CHN®  JP" Genomas
EUROPE EAS
N=70 N=42 N=379  N=919 N=100| N=131 N=97  N=88 | N=225 N=303  N=504
FCGR2B
Frecuencia de genotipo 12327
232 60(85.7) 42(100)| 296(78.1) 81(81)| 61(46.6) 42(43.3) 54(61.4) 155(69) 183(60.4) 280(55.6)
23T 10(143) 00 73(19.3) 15(15)| 59(45) 50(515) 32(36.4)| 70(31) 104(34.3) 192(38.1)
23217 0(0) 0(0)]  10(2.6) 4(4)] 11(84) 1(3.2) 2(23)| 00 16(5.3) 32(6.3)
Equilibrio HW|  p=0.520 p=0.040 p=0.0085| p=0.534 p=0.0012 p=0.271 p=0.904
Portador de al menos un alelo
2321+ 70(100) 42(100)| 369(97.4) 96(96)(120(91.6) 92(94.8) 86(97.8)|225(100) 287(94.7) 472(%3.7)
BT+ 10(143)  00) 83(21.9)199(21.7) 19(19)| 70(53.4) 51(52.6) 34(38.6)| 70(3L.1) 120(39.6) 224(44.4)
Frecuencia alélica
232 130(92.6)  84(100)| 665(87.7) 177(88.5)| 181(69) 134(72) 140(79.5)380(84.4) 470(77.6) 752(74.6)
2321 10(7.1) 0(0)] 93(12.3) 23(11.5)| 81(30.9) 52(28) 36(20.5)| 70(15.6) 136(22.4) 256(25.4)
a. Este estudio. ECU, Ecuador; LGE, Llano Grande-Ecuador.
b. MIX CAU: Mezcla de Caucasoides: Holanda, Austria, Australia y Reino Unido.'*
c. HLD, Holanda.'*
d. SAFR, Individuos negros de Sudéfrica.’’
e. KEN, Kenia, Luhya.”’
f. SAFR, Individuos negros de Sudafrica.”’
g. CHN, China.®*®
h. JP, Japon.t™?
l.

En la poblacién ecuatoriana se observd una pequefa proporcidn del haplotipo
2B.4 [8/70 (11.4%)], que es el haplotipo del promotor FCGR2B menos comun
(-386C / -120A) que exhibe un aumento en la unién de los factores de

transcripcidon y niveles de expresion del receptor. En Llano Grande ningun

individuo poseia este haplotipo, al igual que en otras poblaciones como en
Sudafrica®” y China. Respecto al haplotipo mas comun 2B.1 (-386G/-120T),

tanto los individuos de Ecuador como en particular los de Llano Grande

mostraron un porcentaje bastante alto al igual que en otras poblaciones.
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En lo que respecta a FCGR2C, el haplotipo 2B.1 es el que se halla en mayor

porcentaje en las poblaciones estudiadas, al igual que un estudio en

caucasicos.!>? El haplotipo 2B.2 tiene un bajo porcentaje en la primer cohorte

de ecuatorianos, y es inexistente en la poblacion de Llano Grande.

Tabla 7. Genotipo y frecuencia alélica de los haplotipos del promotor
de FCGR2B/FCGR2C. Los valores entre paréntesis corresponden a los

porcentajes.
1000 CAU 1000
ECU? LGE® SAFR® genomas EEUUY MIX CAU® genomas
CD32B CHN® EUR CEPH'
N=70 N=42 N=131 N=24 N=366 N=919 N=23
Frecuencia de Genotipo
2B.1/2B.1 62(88.6) 42(100) 131(100) 24(100)  300(82) 15(65.2)
2B.1/2B.4 7(10) 0(0) 0(0) 0(0) 63(17.2) 8(34.78)
2B.4/2B.4 1(1.4) 0(0) 0(0) 0(0) 3(0.8) 0(0)
Frecuencia de Haplotipo
2B.1 132(93.6) 84(100) 262(100) 48(100) 663(90.6) 38(82.6)
2B.4 9(6.4) 0(0) 0(0) 0(0)  69(9.4) 8(17.3)
Individuos que llevan el haplotipo
2B.1 69(98.5) 42(100) 131(100) 24(100) 363(99.2) 23(100)
2B.4 8(11.4) 0(0) 0(0) 0(0)  66(18) 8(34.8)
CD32C
Frecuencia de Genotipo
2B.1/2B.1 29(41.4)  13(31) 566(61.6)
2B.1/2B.2 6(8.6) 0(0) 142(15.5)
2B.2/2B.2 0(0) 0(0) 14(1.5)
2B.1 5(7.1) 0(0) 57(6.2)
2B.2 1(1.4) 0(0) 11(1.2)
2B.1/2B.1/2B.1 22(31.4)  13(31) 97(10.6)
2B.1/2B.1/2B.2 1(1.4) 0(0) 15(1.6)
2B.1/2B.1/2B.1/2B.1 6(8.6) 15(35.7) 10(1.1)
Frecuencia de Haplotipo
2B.1 161(95.3) 131(100) 1703(89.2)
2B.2 8(4.7) 0(0) 206(10.8)
Individuos que llevan el haplotipo
2B.1 69(98.6) 42(100) 892(97)
2B.2 8(11.4) 0(0) 187(20.3)

Do 0T o

obtenidos de proyecto 1000 genomas.
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Este estudio. ECU, Ecuador; LGE. Llano Grande, Ecuador.
SAFR, Individuos Negros de Sudéafrica.”’
CHN, China. Datos obtenidos de proyecto 1000 genomas.

CAU EEUU, Individuos Caucdsicos de Alabama, Estados Unidos.'®3

MIX CAU, Mix Caucasoides, Holanda, Australia, Austria y Reino Unido.!
EUR CEPH, Individuos representativos de la poblacidon europea americana. Datos
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16.6. Variantes funcionales del gen FCGR2C (STOP/ORF)
Un SNP en el exdn 3 del gen FCGR2C determina su expresién funcional. Este
SNP resulta en un marco abierto de lectura (FCGR2C-ORF) o el mas comun,
un codon stop (FCGR2C-STOP). Los individuos que presentan el codén stop
no expresan FcyRIIc. En Ecuador el alelo con coddén stop es el de mayor
frecuencia alélica, como era de esperarse, al igual que en otras poblaciones.
En Llano Grande no se observé ningun individuo con la variante FCGR2C-OREF.
Tabla 8. Frecuencia genotipica, de portador de alelo y alélica del

polimorfismo de FCGR2C STOP/ORF. Los valores entre paréntesis
corresponden a los porcentajes.

1000 1000 1000
ECU? LGE? MIX CAU® | genomas genomas genomas
AFR® AMR"® EAS®

N=70 N=42 N=919 N=14854 N=32890 N=17188

Frecuencia de Genotipo

STOP 5(7.1) 0(0) 57(6.2)

STOP/STOP 27(38.6) 13(31) 570(62)

STOP/STOP/STOP 23(32.7) 13(31) 81(8.8)

STOP/STOP/STOP/STOP 4(5.7) 15(35.7) 10(1.1)

STOP/STOP/STOP/STOP/STOP/STOP 0(0) 1(2.4) 0(0)

ORF 0(0) 0(0) 11(1.2)

ORF/ORF 1(1.4) 0(0) 11(1.2)

ORF/STOP 7(10) 0(0)| 141(15.3)

ORF/ORF/STOP 0(0) 0(0) 2(0.2)

ORF/STOP/STOP 2(2.9) 0(0) 32(3.5)

ORF/STOP/STOP/STOP 1(1.4) 0(0) 1(0.1)

Portador de al menos un alelo

STOP 69(98.5) 42(100)| 894(97.3)

ORF 11(15.7) 0(0) 211(23)

Frecuencia alélica

STOP 158(92.9)( 131(100)| 1690(88.9)| 14852(99.9)| 32870(99.9)| 17177(99.9)

ORF 12(7) 0(0)| 211(11.2) 2(0.01) 20(0.1) 11(0.1)

Este estudio. ECU, Ecuador; LGE, Llano Grande, Ecuador.

MIX CAU, Mix Caucasoides, Holanda, Australia, Austria y Reino Unido.'*

AFR, Africanos y afroamericanos. Datos obtenidos del proyecto de 1000 genomas.
AMR, Latino. Datos obtenidos del proyecto de 1000 genomas.

EAS, Este asiatico. Datos obtenidos del proyecto de 1000 genomas.

®opo oo

16.7. SNPs del gen FCGR3A
Con respecto a la frecuencia del SNP FCGR3A-V158F en la poblacién
ecuatoriana se observd un alto porcentaje del genotipo FCGR3A-158F/F
[45(64.3%)], y bajo del genotipo FCGR3A-158V/V [2(2.9%)], caracteristica

similar a la de otras poblaciones. Sin embargo, en Llano Grande, ninguno de
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los individuos llevaba el genotipo FCGR3A-158V/V asociado con una mayor
afinidad de CD16A para IgG1 e IgG3, y la mayoria de ellos (80.95%) fueron
homocigotos para el alelo de baja afinidad CD16A-158F*. Esta observacion
no se ha encontrado en otras poblaciones (Tabla 9).

16.8. SNPs del gen FCGR3B

En la poblacién ecuatoriana nosotros encontramos una particularmente alta
frecuencia de portadores de FCGR3B-HN1a (NA1) [(67/70(95.6%)] asociada
con una alta capacidad fagocitica comparada con HNA1b (NA2). La presencia
concomitante de un mayor nimero de copias de FCGR3B vy la alta frecuencia
de la variante HNA1la de actividad superior sugiere presiones selectivas que
favorecen las variantes de fagocitosis alta, probablemente relacionada con la
carga de enfermedad infecciosa.'*3

Con respecto a Llano Grande, todos los individuos llevan al menos una copia
con el gen variante FCGR3B HNAla. En otras poblaciones de Sudamérica
también se ha observado una alta frecuencia de portadores del alelo NA1*,
aunqgue no al 100% como en Llano Grande. En las dos poblaciones estudiadas
ninguno de los individuos llevan el alotipo FCGR3B HNA1c (SH) (Tabla 10).
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Tabla 9. Frecuencia genotipica, de portador de alelo y alélica del polimorfismo FCGR3A V158F. Los valores entre
paréntesis corresponden a los porcentajes.

61

Presente Estudio Sudamericanos Caucasoides Individuos Negros Asiaticos
1000
ECU? LGE® ARGP BRZ® cLm® Genomes MIXCAU® HLDf SAFR® KEN" NIG' CHN! Pk
EUROPE
N=70 N=42 N=102 N=364 N=115 N=379 N=919 N=100 | N=131 N=97 N=88 N=129 N=303

FCGR3A
Frecuencia de genotipo F158V
158FF 45 (64.3) 34 (80.9) 70(68.6) 180(49.6) 51 (44.3) 212 (55.9) 385(41.9) 48(48)| 50(38.2) 74(76.3) 46 (52.3) 48(37.2) 145(47.8)
158FV 21(30) 5(11.9) 18 (17.7) 148(40.8) 53(46.1) 130(34.3) 403(43.9) 41(41)| 63(48.1) 19(19.6) 40 (45.5) 63(48.8) 132(43.6)
158VV 2(2.9) o 14 (13.7) 35 (9.6) 11 (9.6) 37(9.7) 129 (14.0) 7(7)| 13(9.9) 4(4.1) 2 (2.3) 18(14) 26(8.6)
Equilibrio HW p=0.810 p=0.669 | p=0.000001 p=0.571  p=0.602 p=0.013 p=0.157 p=0.661| p=0.289 p=0.072 p=0.047 P=0.711 p=0.599
158F 2(2,9) 1(2.4) o
158V 1(1.4) o} o)
158FFF 0 2(4.8) o
158VVV o} o} o)
158FFV 1(1.4) o} 1 (0.8)
158FVV o} 4(3.1)
Portador de al menos un alelo
158V+ 25(35.7) 5(11.9) 32(31.4) 183(50.4) 64 (55.7) 167 (44.1) 524 (57.0) 48(48)| 81(61.8) 23(23.7) 42 (47.8) 81(62.8) 158(52.1)
158F+ 69 (98.6) 42 (100) 88(86.3) 328(90.4) 103 (89.6) 342 (90.2) 788(85.7) 89(89) 118(90) 93(95.9) 86(97.8) 111(86) 277(91.4)
Frecuencia alélica
158V 25(18.4) 5(6.4) 46(22.5) 218(30) 75(32.6) 204(26.9) 661(36) 55(28.6)| 89(35.3) 27(13.9) 44(25) 99(38.4) 184(30.4)
158F 111(81.6) 73(93.6) 158(77.5) 508(70) 155(67.4) 554(73.1) 1173(64)137(71.4)| 163(64.7) 167(86.1) 132(75) 159(61.6) 422(69.6)

a. Este estudio. ECU, Ecuador; LGE, Llano Grande-Ecuador.

b. ARG, Argentina, Ciudad de Cérdoba.'*®

c. BRZ, Brasil, Rio Grande do Norte.'*®

d. CLM, Colombia.*>3

e. MIX CAU, Mix Caucasoides, Holanda, Australia, Austria y Reino Unido.>?

f. HLD, Holanda.*®®

g. SAFR, Individuos Negros de Sudéfrica.”’

h. KEN, Kenia, Luhya.””

i. NIG, Nigeria, Yoruba.”’

j.  CHN, China.’>*

k. JP,Japdn.t®?
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Tabla 10. Frecuencia genotipica, de portador de alelo y alélica

entre paréntesis corresponden a los porcentajes.

de los alotipos de FCGR3B-NA1/NA2. Los valores

JP, Japdn.*°
m. IND, India.**?
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Presente Estudio Latinoamericanos Caucasoides Individuos Negros Asiaticos
ECU? LGE® ARG" ARG — HSP USAf M HLD" uK' SAFR! CHN" JP! IND™
TOBA®  Amerindios® P::::)e CAU®
N=70 N=42 N=192 N=26 N=92 N=100 N=99 N=919 N=100 N=140 N=131 N=138 N=303 N=93
FCGR3B
Frecuencia de genotipo
NA1/NA1 10(14.3) 7(16.7)| 39(20.3) 15(57.7) 48(52.2) 17 (17) 17 (17.2) 13(13) 11(7.9) 31(23.7)
NA1/NA2 27(38.6) 2(4.8)| 92(47.9) 10(38.5) 28(30.4) 48 (48) 71(71.7) 35(35) 68 (48.6) 46 (35.1)
NA2/NA2 3(4.3) o(0)[ 61(31.8) 1(3.8) 5(5.5) 35 (35) 11 (11.1)[373 (40.6)  34(34) 61 (43.6) 15 (11.4)
Equilibrio HW p=0.013 p=0.707| p=0.689 p=0.671 p=0.736 p=0.937 p=0.000012 p=0.433 p=0.179 p=0.765
NA1 5(7.1) 0(0) 4(4)
NA1/NA1/NA1 2(2.9) 0(0) 0(0)
NA1/NA1/NA2 12(17.1) 17(40.5) 2(2)
NA1/NA2/NA2 6(8.6) 1(2.4) 8(8)
NA1/NA1/NA1/NA2 1(1.4) 0(0) 0(0)
NA1/NA1/NA2/NA2 4(5.7) 14(33.3) 0(0)
NA1/NA1/NA2/NA2/NA2 0(0) 1(2.4) 0(0)
Portador de al menos un alelo
NA1 67 (95.6) 42 (100)| 131(68.2) 25(96.2) 76(82.6) 65(65) 88(88.9)|546 (59.4) 62(62) 79 (56.4) 100 (76.3) 124 (90) 266 (87.8) 41 (44)
NA2 53(75.7) 35(83.3)| 153(79.7) 16(61.5) 33(35.9) 83(83) 82(82.8) 83 (83) 129 (92.1) 73 (55.7) 72(52) 41(51.3) 77(83)
SH 0(0) 0(0) 9(4.7) 0(0) 46 (5.0) 4(2.9) 39 (29.8)
Frecuencia alélica
NA1 99(60) 81(60.9)| 170(44.3) 40(76.9) 67 82(41) 105(54.7) 77(37.7) 90(32.4) 137(50.6)
NA2 66(40) 52(39.1)| 214(55.7) 12(23.1) 21 118(59)  93(48.4) 127(62.3) 188(67.6) 91(33.6)
a. Este estudio. ECU, Ecuador; LGE, Llano Grande-Ecuador.
b. ARG, Argentina.'>
c. ARG TOBA, Pueblo amerindio Toba de Argentina.>®
d. BRZ, Brasil, amerindios amazdnicos de Xikrin-Kayapo.'#’
e. BRZ, Brasil, Sao Paulo.>*®
f.  HSP USA, Hispdnicos de Sudoeste de Estados Unidos.>”
g. MIX CAU, Mix Caucasoides, Holanda, Australia, Austria y Reino Unido.>?
h. HLD, Holanda.'®®
i. UK, Reino Unido.%®
j.  SAFR, Individuos Negros de Sudafrica.’’
k. CHN, China, Taiwan.'®
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16.9. Desequilibrio de Ligamiento en el locus FCGR

Un fuerte desequilibrio de ligamiento (LD) dentro del locus FCGR ha sido
reportado, relacionando el alelo CD32C-ORF con el alelo CD16A-158V y con
haplotipos del promotor CD32B-2B.4 y CD32C-2B.2, y en menor medida al
alelo CD32A-131H.124160.161  Fn  contraste, no existe desequilibrio de
ligamiento entre el alelo CD32C-ORF y el alotipo CD16B-NA1.149 Nuestros
resultados confirman indirectamente tal asociacibn en la poblacién
ecuatoriana, aunque en el caso de Llano Grande carecian la mayoria de estas
variantes genéticas, lo que excluye la determinacién de los valores de D "/r2.
El haplotipo FCGR3A-158V - FCGR2C-ORF/2B.2 - FCGR2B-2B.4, encontrado
en varias poblaciones de caucdsicos!®® se encontré en la poblacion
ecuatoriana en un 8.57%, mas no se encontré en la poblacién de Llano
Grande.

Tabla 11. Desequilibrio de ligamiento (LD) de CD32C-ORF con CD16A-
158V, CD32A-131H, CD16B-NA1, CD32B-2B.4, CD32C-2B.2 y CD32B-
232T en la poblacion ecuatoriana. Valores D y probabilidad (p). Los

valores de D’ oscilan entre 1 y -1, mientras mayor sea este valor, mayor es
el desequilibrio de ligamiento.

Numero de

individuos D’ P
Portadores CD32C-ORF 11 1| 0.000001
Portadores CD16A-158V 25 1| 0.000016
Ambos 11
Portadores CD32C-ORF 11 1| 0.027453
Portadores CD32A-131H 51 1| 0.049816
Ambos 11
Portadores CD32C-ORF 11 -0.6| 0.013189
Portadores CD16B-NA1 67 -0.23| 0.278803
Ambos 9
Portadores CD32C-ORF 11 0.85 0
Portadores CD32B-2B.4 8 0.86 0
Ambos 7
Portadores CD32C-ORF 11 1 0
Portadores CD32C-2B.2 8 1 0
Ambos 8
Portadores CD32C-ORF 11 1| 0.02265
Portadores CD32B-232T 10 0.22| 0.080236
Ambos 4

16.10. Influencia de CNV de FCGR3A y FCGR3B en la expresion
Mediante citometria de flujo en sangre entera medimos la expresién de

FcyRIII (CD16, clon 3G8) en células NK y células polimorfonucleares de 44

63



RESULTADOS

voluntarios de Llano Grande y relacionamos dicha expresidon con el niumero
de copias del gen. Se realizé el método de tukey para comparar las medias
de expresion y determinar si son significativamente diferentes segun el
numero de copias. La significancia es cero cuando no es estadisticamente
diferente y 1 cuando si lo es, en cuanto a CD16A y CD16B, todas las medias
resultaron ser estadisticamente diferentes unas de otras, y la expresién era
directamente proporcional al nUmero de copias, a excepcion de la expresion
de 3 copias de FCGR3A y 5 copias de FCGR3B que solo obtuvimos una
muestra de cada una y no cumplieron con este patréon. También comparamos
la expresién de CD16A segun el polimorfismo V158F, y observamos que
quiénes tienen la valina en la posicién 158 del gen FCGR3A expresan mas

CD16 que lo que tienen la fenilalanina (V/F>F/F).

CD16A
CNV Comparacion | Diferencia Medias | Probabilidad |Significancia
32 -136.25313 3.33E-16 1
12 261.62744 3.33E-16 1
13 397.88057 3.33E-16 1
N=36
800 |
N=7
600 | -5
i
=
o 400 -
(<8}
Q
200 -
i
o T T
1 2
CNV FCGR3A

Figura 16. Expresion de FcyRIIIA (CD16, clon 3G8) en células NK
difiere entre individuos que tienen 1 copia (n=7) y 2 copias (n=36)
del gen FCGR3A. Datos del analisis de Tukey con nivel de confianza
del 95%.
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cD16B

CNV Comparacion | Diferencia Medias | Probabilidad |Significancia
4 -111.62647 3.33E-16
-393.00546 3.33E-16
-281.37899 3.33E-16
1223.05243 3.33E-16
1111.42596 3.33E-16
-830.04697 3.33E-16
-234.05102 4.31E-10
-122.42454 0.00499
158.95445 7.62E-05
989.00141 3.33E-16
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Figura 17. Expresion de FcyRIIIB (CD16, clon 3G8) en células
polimorfonucleares difiere entre individuos que tienen 1 copia (n=2),
2 copias (n=11), 3 copias (n=16) y 4 copias (n=14) del gen FCGR3B.
Datos del analisis de Tukey con nivel de confianza del 95%.
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| 1 copia F
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CNVy genotipo de CD16A

Figura 18. Expresion de FcyRIIIA (CD16, clon 3G8) en células NK de
individuos con 1 copia con genotipo FCGR3A-158F (n=5), 2 copias
con genotipo FCGR3A 158F/F (n=29) y 2 copias con el genotipo
FCGR3A-158V/F (n=5).

16.11. . SNPs en intrones del gen FCGR3A en la poblacion
ecuatoriana
Mediante secuenciacién de parte del intrén 2, exén 3, intrén3, exén 4 y parte
del intrén 4 del gen FCGR3A usando los siguientes primers Forward
5 “tgcccctactcaatatttgatttatct 3y Reverse 5’ ccctttattggtgattttcctcttce 3°

encontramos 2 SNPs en el intron 3 no identificados en la literatura.

¢ SNP no identificado g.6657A>G, frecuencia encontrada 28.6%
CAT[A/G]TGGGGACAA

e SNP no identificado g.6738C>T, frecuencia encontrada 28.6%
CCT[C/T]CAACACAGC
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Exon1  Exon?2 Ex6n3  Exon4 Exdn 5 Exén 6

coon ("} I )

(L
T 6 G G G

5001 5093 5596 5927 6593766136946 7203 10666 109232 12425 13865
9.6657 A>G g.67138 C>T

A

T

o m
-
o

Figura 19. Esquema de la mutacion c.6657A>G y la mutacion c.
6738C>T en el intron 3 del gen FCGR3A. Anilisis por secuenciacién de las dos
mutaciones encontradas en las posiciones 6657 y 6738 en el intrén 3 del gen FCGR3A.

Por secuenciacidon de parte del intrén 5 y del exén 6 utilizando los primers
Forward 5 "tgtagcaccagcctccagaatcaga 37 y Reverse 5’
agaaatgttcagagatgctgctgct 3° se encontraron dos SNPs: SNP rs449463
g.11966 T>Cy SNP rs426615 g.12037T>G. La frecuencia de estos dos SNPs

es de 44,4% en la poblacién ecuatoriana.

16.12. .Caracterizacion de mutacion de splicing
El SNP no identificado g.6657A>G mediante un analisis in silico acorde al
programa Human Splicing Finder (http://www.umd.be/HSF3/) puede afectar
al sitio de splicing en la posicién +44 del exén 3 con un valor consenso de

70.21 (70.21/100). Segun el programa esta mutacion afectaria al sitio
aceptor.

Mutacion que afecta Figura 20. Efecto de una
al sitio aceptor

mutacion que afecta a un sitio
aceptor en el intron 3 del gen
FCGR3A. Lla mutacion g.6657A>G
posiblemente afecta a un sitio aceptor en
elintrén 3, dando la posibilidad de generar
un ARN mensajero sin un exdn 4 que tiene
257 pares de bases.
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Con el objetivo de analizar funcionalmente el efecto de una mutacién sobre
el procesamiento de ARN mensajero o splicing, se debe analizar el perfil
transcripcional del alelo mutante, y lo hicimos mediante la utilizacion de
sistemas celulares que utilizan vectores especificos Ilamados minigenes, en

nuestro caso utilizamos pSPL3 como vector.

sDE
Motl BamHI SA2

A —{Promotorsvao |—{ so |4 I sa | svaowpas |—
/ \
40pb 331lpb 42ph

20pb 257ph

MCS

pSPL3
(6031ph)

Marcador
B

/ Exon 3 IExén 4| + 263pb

263pb

carril2 carril3 carril4

Figura 21. El vector pSPL3 utilizado para ensayar la funcion del SNP
g.6657A>G. A El vector pSPL3 contiene sitios SD (donante de splicing) y SA (aceptor de
splicing) que operan como exones, y un intrén funcional, con transcripcién que comienza
después del promotor SV40 y finaliza en la LPAS (sefial de poli (A) tardia). Los pladsmidos pSPL3-
wt (silvestre) y pSPL3-mut (mutante) que contienen 40pb del intrén 2, exén 3, 331pb del intrén
3, exén 4y 42pb del intrén 4 que albergan los alelos A o G se clonaron por separado en los sitios
de clonacion Notl y BamHI del vector pSPL3. B. Electroforesis en gel de agarosa de productos
de RT-PCR. Los cebadores SD6 y SA2 se disefiaron para la amplificacién por RT-PCR de secuencias
de ADNc generadas por células 293T transfectadas. Carril 1: Marcador; Marcador de ADN de
100pb (BiolLabs); Carril 2: 263 pb; Carril 3: 540 pb (263 pb + 20 pb + 257 pb); Carril 4: 540 pb (263
pb + 20 pb + 257 pb); MCS: multiples sitios de clonacion.
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Segun el analisis funcional del SNP g.6657A>G mediante la utilizacion de
minigenes con pSPL3 como vector podemos observar que la sustituciéon del
nucleétido A por G en la posicién 6657 del gen FCGR3A no afecta al splicing
de ARN de esta molécula en células 293T. En la figura 21B podemos observar
en el carril 2 una banda de tamafio de 263pb correspondiente al producto de
PCR del vector pSPL3 control vacio, y en el carril 3 y 4 tanto silvestre como
mutante tienen una banda de un mismo tamafo de 540pb correspondiente a
263pb del producto de PCR de pSPL3 mas 20pb del exén 3 y 257pb del exoén
4 como producto de PCR del inserto de FCGR3A.
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Se ha identificado a varios miembros de una familia ecuatoriana que al
heredar una delecién en la regién CNR2 y en la regidon CNR5 del locus FCGR
de baja afinidad no expresan CD16A, el receptor de baja afinidad para la
porcién Fc de la IgG expresada principalmente por las células NK CD569™

humanas.

En este estudio se demostré que la ausencia de CD16A en humanos es
esencial para la funcién ADCC de las células NK humanas. Ademas, dado que
la replicacién crénica del EBV fue una caracteristica de la presentacién clinica
de los pacientes, estos datos también sugieren que la ADCC hace una
importante contribucidn al control inmune efectivo de la infeccién por Epstein
Barr. Estos analisis también demuestran que, aunque la deficiencia de CD16A
no impacta en las funciones efectoras de la citotoxicidad natural de las células
NK humanas, la ausencia de este receptor se asocia con un desarrollo

deficiente de las células NK adaptativas in vivo.

Si bien las deficiencias completas de CD16B y CD32C debido a una gran
deleciéon en el locus FCGR son bastante comunes y se han descrito en
donantes sanos °#1%, hasta la fecha no se ha identificado ningun individuo
que carezca de FCGR3A en ambos cromosomas, y los eventos de
recombinacion que afectan a FCGR3A parecen ser raros. Sin embargo, la
presentacién subclinica observada en dos hermanos del paciente indice que
llevan las mismas deleciones abre la posibilidad de que éstas puedan estar
infradiagnosticadas. Alternativamente, las presiones de seleccidon positiva
podrian favorecer el mantenimiento de FCGR3A en el genoma, como se
sugirid anteriormente!*®, En efecto, el hecho de que los casos presentados
aqui sean el resultado de la combinacion de dos eventos genéticos diferentes
apoya esta ultima hipdtesis. Ademas, cabe sefalar que, si bien la ausencia
de CD16A en monocitos y la falta de expresién de CD16B en células
polimorfonucleares pueden compensarse formalmente por la expresion de
otros FcyRs, el Unico receptor Fc expresado por las células NK de la mayoria
de los individuos es CD16A, que ademas apoya la presuncion de seleccion

positiva.

En este estudio se identific6 un gen recombinante FCGR3B/A no descrito

anteriormente. A pesar de que se han encontrado varios genes quiméricos en
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el locus FCGR en caucasicos®* referente a los receptores FCGR2, en cuanto a
los FCGR3 no hay informacion al respecto.

Esta recombinacion tiene la presencia de elementos promotores CD16B en
sentido ascendente en el gen recombinante y los datos de qRT-PCR revelaron
la presencia de ARNm especifico en células polimorfonucleares. Sin embargo,
no se encontrd evidencia de la expresion de esta proteina recombinante en
dichas células. Esto podria estar relacionado con la observacion de que las
moléculas de CD16A se degradan rapidamente a menos que se asocien con
moléculas adaptadoras de sefializacion'?’:18 que no se expresan en la

mayoria de polimorfonucleares "en reposo".

La observacion de que las células NK humanas requieren la expresién de
CD16A para mediar en la ADCC, pero no para la citotoxicidad natural coincide
exactamente con el fenotipo funcional de las células NK de ratones deficientes
para FCGR3A. 162

Curiosamente, en el caso de dos individuos con inmunodeficiencia debido a
una mutacién L66H en homocigosis en el gen FCGR3A, sus células NK son
completamente competentes para ADCC pero se vieron alteradas en cuanto
a su capacidad para mediar la citotoxicidad espontdnea contra algunas, pero
no todas, las células diana de las células NK.”>76 Cabe sefialar que este
fenotipo no se observd en un tercer paciente también homocigotico para la
misma mutacion.”* También, se demostré que la mutacién L66H altera la
asociacién de CD16A con CD2, reduciendo los niveles de expresiéon de CD2 y
afectando la citotoxicidad espontdanea de las células NK al eliminar la
posibilidad de sefializacién de CD16 estimulada por el acoplamiento de CD2.7®
Sin embargo, en los experimentos de esta tesis no hubo diferencias
significativas en la expresion de CD2 entre miembros competentes de CD16
y deficientes de CD16 de la familia. La interpretacion mas simple de estas
observaciones es que la coexpresién con CD16A no es un factor importante
que regule la expresion de CD2 de las células NK. Las razones de las
discrepancias entre los datos aqui presentados y las observaciones de Grier
et al’® no estan claras, pero una posibilidad es que el desarrollo en ausencia
de un receptor no es lo mismo que el desarrollo en presencia de un receptor
alterado. Quizas la capacidad bien documentada de las células NK para variar

su capacidad de respuesta en funcion del medio ambiente!®3-16> ha permitido
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a las células NK deficientes en CD16 "compensar" su reactividad para que
puedan mediar la citotoxicidad natural normal de las células NK.

En cualquier caso, lo que parece ser comun entre los pacientes con
alteraciones en la expresion y funcion de CD16 son problemas clinicos
relacionados con una capacidad reducida para controlar infecciones por el
virus de Epstein-Barr, incluidas enfermedades similares a la mononucleosis y
linfadenopatias.’#7% En los pacientes que se describen aqui, el paciente indice
se presentd con un malestar crénico con picos de ADNemia de EBER
acompafada de infiltracion de EBV en multiples érganos, incluida nefropatia
por IgA asociada a nefritis intersticial y EBV positiva que eventualmente llevd
a insuficiencia renal. Aunque los otros hermanos deficientes para la expresion
de CD16A no presentaron sintomas clinicos graves, estudios mas detallados
a lo largo del curso de estos experimentos han revelado que también
presentan con frecuencia niveles elevados de ADNemia de EBER. Las
diferencias entre pacientes con la misma mutacién en cuanto a la gravedad
de la presentacién clinica se ven a menudo, pero no se entienden. En este
caso, el paciente indice, pero no los otros hermanos con deficiencia de CD16A,
se sometid a una amigdalectomia cuando era mas joven y es tentador
especular que este procedimiento podria haber contribuido a los sintomas
mas graves de la enfermedad por el virus de Epstein Barr observados en este
individuo. Desde hace tiempo se sabe que los aumentos en la frecuencia y el
numero de las células NK en la sangre de los pacientes con mononucleosis
infecciosa se correlacionan inversamente con la gravedad de la enfermedad
y las cargas virales'®®, lo que concuerda con un papel importante para las
células NK en el control de esta infeccidon viral y los datos de esta tesis apoyan
esta sugerencia. De hecho, dado que en los pacientes descritos aqui, la
ausencia de CD16A y la consiguiente pérdida de la activacion de las células
NK dependientes de anticuerpos, parece suficiente para perjudicar el control
inmunitario completamente efectivo de la replicacidén del EBV, nuestros datos
implican especificamente que ADCC es un mecanismo importante de control
inmunitario del virus de Epstein Barr.'®” Esta idea esta respaldada por la
observacién de que los anticuerpos capaces de mediar la ADCC se detectan
facilmente en individuos asintomaticos y seropositivos al virus del Epstein

Barr, pero no se encuentran en individuos con mononucleosis infecciosa

73



DISCUSION

aguda, aunque se desarrollan mas tarde en la fase de recuperacion de esta

enfermedad.167.168

Los datos que sugieren que ADCC es importante para el control inmunoldgico
del virus de Epstein Barr también son consistentes con la posibilidad de que
la presencia de células NK adaptativas que expresan NKG2C pueda mejorar
la respuesta dependiente de anticuerpos a dicho virus'®®, aunque estas
células NK adaptativas generalmente se consideran asociadas al
citomegalovirus humano y, con una excepciént’?, no se ha descrito que se
expandan en respuesta a la infeccion por el virus de Epstein Barr.!36:171
Ademas, los datos de esta tesis implican claramente que, in vivo, la
interaccion entre CD16A vy la regidén Fc de la IgG no solo activa ADCC, sino
qgue también influye notablemente en el desarrollo de las células NK
adaptativas que estan especializadas para mediar esta funcién efectora.**>°La
mayoria de los miembros de la familia estudiados aqui presentaron
expansiones marcadas de las células NK adaptativas CD57*FcesR1yNKG2CH;
50% o mas de las células NK en algunos individuos. En contraste, la
frecuencia de células NK adaptativas en los individuos con deficiencia de
CD16A fue notablemente menor (mas de 10 veces menos). Aunque, por
razones que no se comprenden bien, no todos los sujetos seropositivos a
HCMV en la poblacién general presentan una expansién de células NK
adaptativas; quizds debido a las diferencias entre los citomegalovirus
humanos, o a las diferencias en la carga del virus en la infeccidn inicial; aqui
parece plausible sugerir que el hecho de que las células NK adaptativas no se
expandan en los tres individuos con deficiencia de CD16A se debe
directamente a la ausencia de CD16A en lugar de otros factores. En este
contexto, la observacién de que después de un trasplante de células madre
hematopoyéticas exitoso la poblacién de células NK adaptativas en el paciente
indice experimentd una expansion de mas de 10 veces en ausencia de
reactivaciéon de virus detectable también argumenta que los numeros
reducidos de células NK adaptativas en la deficiencia de CD16A reflejan una
defecto intrinseco al sistema hematopoyético. No es posible, a partir de estos
datos, discriminar definitivamente entre un papel para la interaccién entre
CD16A y la region Fc de la IgG en la generacion, expansiéon o mantenimiento

de estas células, pero la observacidn de que se pueden encontrar células
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adaptativas, aunque en nimeros reducidos, en individuos CD16A deficientes,
apoya la hipétesis de que la deteccién de complejos inmunes a través de
CD16A es de gran importancia para la expansion de esta poblacién. Esta
interpretacion también estd respaldada por datos in vitro previos que
describen la expansion dependiente de anticuerpos de células NK adaptativas
en respuesta a células infectadas con virus* o células linfoblastoides Raji
opsonizadas con rituximab'’? y con la observaciéon de que el cultivo de PBMCs
con anticuerpos monoclonales especificos de CD16 pueden aumentar la
frecuencia de células NK adaptativas en PBMCs de individuos sanos.

También es interesante que los miembros deficientes en CD16 de esta familia
produzcan titulos elevados posiblemente compensatorios de IgG activadora
de CD16 especifica de HCMV y EBV que los miembros de la familia que
expresan CD16, enfatizando que la presencia reducida de células NK
adaptativas en deficiencia de CD16 esta probablemente relacionada con la
incapacidad de las células NK para detectar complejos antigeno-anticuerpo.
En humanos, la presencia de células NK adaptativas parece estar
intimamente, o mejor dicho exclusivamente asociada con la infeccién por
HCMV135136 sin embargo, los estimulos que subyacen a la inducciéon y la
expansién adicional de esta poblacién de células NK en vivo no se conocen
bien. Si bien es probable que multiples factores influyan en el desarrollo de
las células NK adaptativas, nuestra observacién clinica apoya firmemente un
papel prominente para la deteccion de anticuerpos por el CD16 codificado por

células NK en este proceso.

Las posibles explicaciones para la generacién de IgGs que son mas potentes
en la activacion de CD16 incluyen diferencias en la composicion de las
subclases de IgG de la respuestal’? o diferencias en el patron de glicosilacién
de Asn297 dentro del dominio CH2 de IgG. /417> Sin embargo, si bien las
moléculas de IgG antivirales son candidatas obvias debido a su potencial para
activar CD16A, sus funciones efectoras se expresan de forma bastante
heterogéneal’® . En esta pequefa muestra no existe una clara correlacién
entre los titulos de anticuerpos y la expansion de células NK adaptativas, por
lo que serd necesario el analisis de una poblacidn mas grande de individuos
seropositivos a HCMV y EBV para explorar adecuadamente este problema.

Una caracterizacién bioquimica y funcional detallada de cémo la IgG antiviral
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influye en el desarrollo de células NK adaptativas in vivo abriria de inmediato
nuevas vias de estrategias de intervencién basadas en IgG contra multiples

enfermedades infecciosas y malignas.

Al encontrar un recombinante FCGR3B/A no descrito en la literatura en un
paciente de origen ecuatoriano, era interesante profundizar el estudio con la
caracterizacién de variabilidad en el locus FCGR de baja afinidad en la
poblacién ecuatoriana, y en concreto en una comuna indigena llamada Llano

Grande, del cual es procedente el paciente y su familia.

Existen cinco regiones de variacion en el nUmero de copias en el locus FCGR
si incorporamos la identificada en este estudio como CNR5. La mds comun de
ellas es la CNR1 y la repercusidon de una delecion en esta regién no solo
afecta a la dosificacién génica sino también a la distribucién celular de
FcyRIIb, ya que las secuencias reguladoras 5" de FCGR2C se yuxtaponen con
la secuencia de codificacion de FCGR2B creandose un gen quimérico
FCGR2B 'que se expresa en las células NK, en dénde normalmente no esta
presente, y aqui actuan inhibiendo la activacion celular y ADCC8'77, Las
frecuencias de deleciones de CNR1 encontradas en la poblacién ecuatoriana
en general es de un 7.14%, y especificamente en la comuna de Llano grande

no se encontré ningun individuo con esta delecion.

En cuanto a la duplicacién de CNR1 en la poblacién ecuatoriana en general
encontramos un porcentaje alto con un 42.85%, y especificamente en la
comuna de Llano Grande un porcentaje aun mas alto con un 78.57%, lo cual
se ve reflejado en un alto porcentaje de individuos que tienen 3 copias de
FCGR3B y FCGR2C en ambas poblaciones, incluso 4 copias de FCGR3B y
FCGR2C en Llano Grande. Este caracteristico elevado nimero de copias de
FCGR3B también se han observado en otras poblaciones como en las tribus
amerindias del Pert!#! y en otro estudio con una mezcla de tres poblaciones

hispanoamericanas correspondientes a Colombia, Brasil y México.1*°

Con estos resultados podemos observar que en la regidon hispanoamericana
existe un alto porcentaje de duplicacion de CNR1 que se ve reflejado en el
alto nimero de individuos con tres copias de FCGR3B publicado en varios
estudios. Esta duplicacidn puede ser el resultado de una seleccién natural

reciente o de una deriva genética. Hay varios estudios que demuestran que
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existe una duplicacién de genes como un mecanismo de adaptacion genémica
a cambios ambientales,'”® en el caso de Hispanoamérica algun patégeno en
comun. Aunque podemos observar que las poblaciones asiaticas, cuyos datos
incluimos en este estudio (China y Japdn) también tienen un considerable
namero de individuos con 3 copias de este gen. Hay estudios genéticos que
vinculan a poblaciones amerindias con asiaticas, hablaremos de ello mas
adelante. Para explicar el inusual alto porcentaje en la comuna de Llano
Grande de 4 copias de FCGR3B y FCGR2C, debemos mencionar que esta
poblacién se caracteriza por tener procesos de socializacidon que tienden a
favorecer la endogamia.l”® Al ser tan frecuente la duplicacion de CNR1 en
individuos de Llano Grande, es probable que su descendencia herede una
duplicacién de CNR1 en homocigosis. Es posible que una progenie herede
una duplicacién en homocigosis, como lo comprobaron en un experimento
con ratones de cepa C57BL/6], en donde se cruzaron dos animales F1
(primera generacién) que llevaban una copia duplicada del alelo B6/BALB en
el locus Ide (DupB6/BALB x DupB6/BALB). Los genotipos de los 26 individuos
de la progenie de este entrecruzamiento (19% DupB6/DupB6, 46%
DupB6/BALB, 35% BALB/BALB) no difirié significativamente de la frecuencia
esperada (25%, 50%, 25%), proporcionando un soporte adicional de que

homocigosis para una copia duplicada es viable.®°

Comparando con otras poblaciones, las duplicaciones de CNR1 parecen
ocurrir al menos con el doble de frecuencia que las deleciones tanto en
individuos caucasicos (62.5% vs. 37.5%) como en individuos negros
sudafricanos (70.6% vs. 29.4%).°” No obstante, esta proporcidon no se
mantiene en la poblacion ecuatoriana, en la cual vemos que las duplicaciones
de CNR1 son seis veces el porcentaje de deleciones (42.85% vs. 7.14%) y
en la comuna Llano Grande no se detectaron individuos con deleciones (Tabla
3).

En cuanto a CNR2, tanto la poblacidn ecuatoriana en general como
especificamente la de Llano Grande presentan solamente un pequefio
porcentaje de duplicacion y delecidon en esta region. Esto también se ha
observado en otras poblaciones.’” En la poblacién de Llano Grande
descubrimos una nueva regién, que la denominamos, CNR5, cuya delecion

genera un recombinante entre el gen FCGR3A y FCGR3B, cuyo estudio se
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menciond anteriormente. Un 9.52% de los individuos de Llano Grande lleva
este recombinante, lo cual podria generar un problema al existir una
tendencia a la endogamia en dicha poblacién, habria la posibilidad de
descendientes con el recombinante en homocigosis, y que por lo tanto no
expresaran CD16A. Los individuos de Llano Grande que tienen una delecidn
de CNR5 no tienen el gen FCGR3A en ese alelo, por lo que el porcentaje de
individuos con una sola copia funcional de FCGR3A en Llano Grande es un de
11.9%, un porcentaje alto en comparacién con otras poblaciones, vy
solamente con similaridad a los datos de tribus amerindias del Peru

(Ashaninka, Matsiguenga y Aymara).#!

La sustitucion de una histidina (H) por una arginina (R) en la posicién 131 del
gen FCGR2A (rs1801274) produce un cambio de afinidad del receptor por su
ligando. FcYRIIA-H131 tiene una mayor afinidad por IgG2 E IgG3 que
FcyRIIA-R131, que apenas se une a este isotipo. Por otro lado, FcYRIIA-H131
se une con poca afinidad a la proteina C reactiva en comparacion con FcyRIIA-
R131.18 En individuos de raza negra africanos y en sudamericanos la
frecuencia del genotipo FcYRIIA-R131 es mayor que la de FcyRIIA-
H131.97:147-14% En nuestros resultados en la poblaciéon de Ecuador en general
y en la comuna indigena de Llano Grande también encontramos dicha
caracteristica, aunque observando detenidamente podemos encontrar una
mayor similaridad entre las poblaciones mestizas de Ecuador y Brasil, y entre
las poblaciones amerindias de Llano Grande de Ecuador y Xikrin-Kayapo, una
tribu amazédnica de Brasil, ya que en estas dos ultimas hay una tendencia
mucho mas evidente a una mayor frecuencia del genotipo FcyRIIA-R131147:148
(Tabla 5).

Un receptor que solo se expresa en los neutroéfilos es el FcyRIIIB, siendo éste
el receptor Fc gamma predominante en cantidad en estas células, aunque no
en capacidad funcional. Aqui pudimos observar una alta frecuencia de la
variante HNA1la (NA1), al igual que en otras poblaciones como el este asiatico
(China y Japon), individuos negros de Sudafrica y latinoamericanos. En
cuanto a las poblaciones de América Latina, al comparar los resultados de las
proporciones de las distintas formas alotipicas de FCGR3B entre amerindios
y mestizos de Argentina, Ecuador y Brasil, se puso mas en evidencia las

diferencias que hay entre mestizos en estos paises, ya que los mestizos de
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Ecuador son los que tienen mas genes amerindios que cualquier otro grupo
étnico (61.7%)'82, en cambio Argentina tiene un 30%?123, y en Brasil no supera
el 10%184, Esto se ve reflejado en las frecuencias de NA1 y NA2, que en
cuanto a Ecuador son muy similares tanto en mestizos como en Amerindios,
lo cual no se observa en los mestizos de Argentina y Brasil, que son mas

afines a las de los caucasicos, en donde predomina el alotipo NA2.

Una observacién interesante es que el Unico genotipo FCGR3B de cuatro
copias en Llano Grande es NA1/NA1/NA2/NA2 (Tabla 10), producto del
entrecruzamiento de los Unicos genotipos de tres copias presentes en dicha
poblacion, NA1/NA1/NA2 y NA1/NA2/NA2, dato que nos da un indicio de que
el gran numero de cuatro copias de FCGR3B podria deberse a la tendencia a
la endogamia en la comuna de Llano Grande, como se menciond

anteriormente.

FCGRIIIB-NA1 induce la fagocitosis de las particulas opsonizadas con IgG1 e
IgG3 y se une a la IgG3 inmunocomplejada con mayor eficacia que el alotipo
FCGRIIIB-NA2'85, en otras palabras, el alotipo NA1l tiene una fagocitosis
incrementada mediada por neutrdéfilos en comparacion con NA2, esto podria
ser una compensacion a la mayor frecuencia de FCGR2A-131R encontrada en
estas poblaciones, que ha sido asociada con una pobre opsonizacién

bacteriana.

Si analizamos el SNP FCGR2B-1232T del receptor inhibidor FCGR2B, que es
el que ocurre con mayor frecuencia en este gen, en la poblacion ecuatoriana
existe un pequefio porcentaje del alelo FCGR2B-232T* y en Llano Grande es
inexistente. Se ha demostrado que FCGR2B-232T* disminuye el efecto
inhibitorio de FCGR2B en la fagocitosis y en la produccién de superdxido en
los macroéfagos, llegando a tener un efecto protector contra la malaria'®. Por
otro lado se ha demostrado en varios estudios que la variante 232T es muy
comun en pacientes con lupus eritematoso sistémico ya que FCGR2B es un
modulador de susceptibilidad a enfermedades autoinmunes!®’.La prevalencia
de este polimorfismo varia entre grupos raciales, siendo los porcentajes mas
bajos los obtenidos en este estudio (Ecuador), seguidos de los caucasicos y
asiaticos. Los africanos son quiénes tienen los mas altos porcentajes de este

polimorfismo (Tabla 6).
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Continuando con el analisis de este receptor inhibidor, existen dos haplotipos
de promotor de FCGR2B que han sido descritos, el mas comun -386G/-120T
(2B.1) y el menos comun -386C/-120A (2B.4). Se ha demostrado que la
variante 2B.4 incrementa la expresién de FCGR2B en monocitos, neutrofilos
y células dendriticas mieloides'®, en Ecuador existe un bajo porcentaje de

esta variante y en Llano Grande no se encontraron individuos que la portaran.

En cuanto al receptor de activacién, FCGR2C, la variante FCGR2C-STOP, cuya
caracteristica es la no expresidon en superficie, se encuentra en las mas altas
proporciones en todas las poblaciones, no siendo la excepcion las de Ecuador
y Llano Grande, no encontrando en esta Ultima ni un solo individuo con el
alelo FCGR2C-ORF. La presencia de FCGR2C-ORF induce la expresion del
receptor inhibidor FCGR2B, lo cual se ha observado en niveles de ARN

mensajero.18°

Por ultimo, al hacer referencia al SNP rs396991 de FCGR3A, podemos
observar que la poblacién de Ecuador esta entre los que mayor frecuencia del
genotipo FCGR3A-158FF y menor de FCGR3A-158VV tiene, lo cual también
se refleja en la frecuencia alélica de estas dos variantes. En el caso de Llano
Grande podemos decir que es la que mas frecuencia de FCGR3A-158FF y
menor de FCGR3A-158VV tiene en comparacidn con otras poblaciones
inclusive de Latinoamérica. El alotipo FCGR3A-158V exhibe mayor afinidad
para IgG1l e IgG3, y es capaz de unirse a IgG4, y tiene una capacidad ADCC
mejorada en comparacion con FCGR3A-158F.%%1°°Una sobrerrepresentacion
del alelo FCGR3A-158F ha sido reportado en pacientes con lupus eritematoso

sistémico.19!

Las frecuencias observadas de las distintas variables genéticas en el locus
FCGR de baja afinidad en la poblacidon ecuatoriana son parecidas a las de
otras poblaciones de Latinoamérica, sobretodo poblaciones amerindias,
tomando en cuenta que como mencionamos anteriormente la poblacién
mestiza de Ecuador tiene muchos mas genes amerindios que caucasicos o
africanos.'®2 Por estudios genéticos de poblaciones se conoce que las
poblaciones amerindias muestran una considerable variabilidad
interpoblacional®?1%3, lo cual también podemos ver reflejado en nuestros
resultados, que son en general distintos a los datos de otras poblaciones

incluidos en este estudio (caucasicos, asiaticos, europeos, africanos). Con las
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poblaciones que tienen algunas similaridades es sobre todo con las del Este
Asiatico (China y Japdén), en especial en la particularidad de tener un alto
porcentaje de individuos con 3 copias del gen FCGR3B. En muchos estudios
se ha sugerido que los primeros pobladores del continente americano
entraron a través del estrecho de Bering, y provenian de Asia. Varios estudios
genéticos sefalan que las poblaciones amerindias tienen menores distancias
genéticas con los asiaticos que con otras poblaciones, y para ser mas
especificos con los de Asia Central.’®*#'®> Como no hemos encontrado datos
disponibles de poblaciones centroasiaticas, hemos puesto a consideracion las
del este asiatico, China y Japdn. Existe un estudio que sugiere un posible
contacto entre la cultura Valdivia de Ecuador con la cultura Jomo de Japdén
(2000 a 3000 a.C).10

En Llano Grande observamos que existe una menor variabilidad genética,
con una mayor fijacién de los alelos mas frecuentes, debido a la deriva
genética.'®® La deriva génica sucede en todas las poblaciones cuyo tamafio
no es infinito, pero sus efectos son mas fuertes en las poblaciones pequefias.
En el origen de la comuna existe la hipotesis de que surgié de un par de
familias de apellidos ancestrales que hasta ahora son muy comunes, y el
colectivo llanograndefio ha ido reproduciéndose con el tiempo a través de un
sistema de parentesco endogamico y por lo tanto también estad presente el
efecto fundador en esta poblacion, lo cual hace que la deriva genética tenga

efectos mas profundos.t’?

En general los polimorfismos con mayor frecuencia encontrados en las
poblaciones de estudio, FcyRIIA-R131, FcyRIIB-I1232 y FcyRIIIA-F158, se
asocian con una eliminacion de patégenos reducida, pero esto se puede ver
compensado por el alto nUmero de copias de FcyRIIIB y su alotipo NA1

asociado a una mayor capacidad de fagocitosis.

En lo referente a polimorfismos asociados a enfermedades autoinmunes
encontramos una alta frecuencia de los SNPs FcyRIIA-R131 y FcyRIIIA-F158
que se han vinculado en varios estudios con susceptibilidad a lupus
eritematoso sistémico. Por otro lado, se conoce que FcyRIIIB reduce la
fosforilacion de p38 MAPK asociada con enfermedades autoinmunes y se ha
encontrado que los inhibidores de estas quinasas pueden ser un potencial

tratamiento, asi que podria ser una ventaja el alto nUmero de copias de esta
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molécula que encontramos en estas poblaciones. Como observacion se puede
mencionar que en China se ha demostrado que un alto nUmero de copias del
gen FCGR3B protege los aloinjertos renales del rechazo agudo en pacientes
con trasplantes renales. ©7:197.1%8 por otro lado, FCGR2B es un receptor
modulador de susceptibilidad a enfermedades autoinmunes'®’, y en las
poblaciones de estudio son muy bajas las frecuencias, en el caso de Llano
Grande incluso inexistentes, de los SNPs FCGR2B-232T, FCGR2B-2B.4 y
FCGR2C-ORF que incrementan la expresion o disminuyen el efecto inhibitorio
de este receptor, pudiendo ser una ventaja de proteccion contra

enfermedades autoinmunes.

Dada la importancia que planteamos del elevado nimero de copias del gen
FCGR3B que pueda tener en una poblacidon, se puede sugerir un futuro
estudio de cuanto contribuye el numero de copias de este gen a la

funcionalidad de esta molécula.

El fuerte desequilibrio de ligamiento que ha sido reportado entre distintos
SNPs del locus FCGR ha sido observado también en la poblaciéon ecuatoriana,
mas no en la de Llano Grande debido a que muchos de las variantes ni
siquiera fueron identificadas en dicha poblaciéon al parecer por la deriva

genética.

En una cohorte de 44 individuos de Llano Grande también quisimos estudiar
la relacion del nimero de copias con la expresidn en el caso de CD16. Breunis
determind en un estudio que la expresién de CD16A en las células NK difiere
de manera proporcional al numero de copias, aunque el nimero de muestras
que utilizdé era muy pequeiio (3 muestras de 1 copia, 6 muestras de 2 copias
y 3 muestras de 3 copias).®? En nuestros resultados también observamos la
influencia de la dosis genética en la expresién de CD16A en las células NK,
las que tenias dos copias expresaban mas que las de una copia, salvo en el
caso de 3 copias, en dénde solo obtuvimos una muestra. En el caso de CD16B
en un estudio sobre la asociacidon del CNV de FCGR3B con lupus eritematoso
sistémico se demostré que CNV estaba asociado con la expresion de esta
molécula.’® En nuestros voluntarios de Llano Grande también observamos
esta asociacion, al aumentar el numero de copias también lo hacia la

expresién, salvo en el caso de un individuo con 5 copias. También mediante

82



DISCUSION

un analisis de tukey determinamos que sus medias de expresion eran

estadisticamente diferentes entre si tanto en CD16A como en CD16B.

Aunque en un estudio anterior se afirma que el nivel de expresion de CD16A
no estd influenciada por el polimorfismo V158F y que no hay una mayor
capacidad de unién y respuesta funcional de las células NK que expresan el
alotipo V?°, nosotros observamos que la expresién de CD16A era mayor en
individuos que tenian el alotipo V/F que los que tenian el F/F. No pudimos
comparar con los homocigotos para V/V porque ningun individuo de nuestra
cohorte de Llano Grande lo tenia.

A mas del polimorfismo FCGR3A-V158F, existen muchos otros SNPs en el gen
FCGR3A. En un estudio reciente se encontrdé que este gen es mas polimorfico
de lo que se esperaba, encontrandose la mayoria de los SNPs en los intrones
(69%).29 Nuestro estudio también concuerda con estos datos, de los SNPs

gue encontramos todos eran intrénicos.

Respecto a los polimorfismos encontrados en el gen FCGR3A, dos de ellos son
SNP rs449463 y SNP rs426615. En el estudio mencionado anteriormente
encontraron el SNP intrénico rs426615 con una frecuencia de 0.462 en 2501
individuos?°?, nosotros obtuvimos una frecuencia de este SNP en la poblacion
ecuatoriana de 0.44, muy similar a la de este estudio. Respecto al otro SNP

no hay informacion al respecto.

También encontramos dos SNPs en el intron 3 no descritos en la literatura
con una frecuencia de 0.28. Como se sabe los SNPs intronicos estan
involucrados en la regulacidon génica?®® y muchos de estos intrones pueden
tener una influencia en la funcionalidad, podrian afectar al sitio de splicing
del ARN.?%2 Recientemente en una publicacion se han citado muchos
polimorfismos intrénicos que tienen asociacion con diferentes enfermedades,
de ahi su importancia.?®3 In silico usando el programa Human Splicing Finder
encontramos que de los 4 polimorfismos encontrados, el SNP g.6657A>G
parecia afectar el sitio de splicing, asi que procedimos hacer un ensayo
funcional con minigenes usando el plasmido pSPL3. Con este analisis de
funcionalidad ex vivo encontramos que la sustitucion del nucleétido A por G

en la posicion 6657 del gen FCGR3A no afecta al splicing de ARN de esta
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molécula, mas hubiera sido interesante hacer el ensayo funcional in vivo con

el ARNm de los individuos de estudio.
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. La ausencia de la expresion de FcyRIIIA (CD16A) afecta la citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos (ADCC) en las células NK humanas,
mas no la citotoxicidad natural.

. Los individuos de la familia de estudio que no expresan CD16A
codifican para un gen recombinante FCGR3B/A donde los elementos
promotores eran los asociados con CD16B, este gen lo heredaron de
su padre, y de su madre heredaron la delecién de CNR2 del locus FCGR
que conlleva a la ausencia del gen FCG3A en el alelo heredado.

. La citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos de las células NK
es un mecanismo importante de control inmunitario del virus de
Epstein Barr.

. La deteccién de complejos inmunes a través de CD16A es de gran
importancia para la expansiéon de la poblacién de células NK
adaptativas.

. Se identificd una nueva regién para el estudio del nimero de copias en
el locus FCGR que se la denomind CNR5. En la poblacion
llanograndense se encontré un 9.52% de individuos que poseen una
deleciéon en esta region, lo cual conlleva a la presencia del gen
recombinante FCGR3B/A.

. Existe un alto porcentaje de duplicacion de CNR1 en el locus FCGR en
la poblacidon ecuatoriana con un 42.85%, y especificamente en la
comuna de Llano Grande con un 78.57%, lo cual se ve reflejado en un
alto porcentaje de individuos con 3 copias de los genes FCGR3B y
FCGR2C en ambas poblaciones y un peculiar alto porcentaje de 4
copias de los genes FCGR3B y FCGR2C en Llano Grande.

. El alto numero de individuos con 4 copias de los genes FCGR3B y
FCGR2C en Llano Grande se puede explicar por la tendencia a la
endogamia en esta poblacion, lo cual también podria sugerir la
posibilidad de que existen o existirdn en futuras generaciones
individuos que no expresen CD16A por heredar el recombinante
FCGR3B/A en homocigosis al encontrarse presente en un 9.52% de la
poblacion.

. Las frecuencias observadas de las distintas variables genéticas en el
locus FCGR de baja afinidad en la poblacidn ecuatoriana son mas

similares a los datos incluidos en este estudio de poblaciones
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latinoamericanas, en especial amerindias, y a nivel global a los de
poblaciones del este asiatico.

9. Las frecuencias observadas de las distintas variables genéticas en el
locus FCGR de baja afinidad en la poblacion de la Comuna de Llano
Grande son consecuencia de la deriva genética.

10.Se encontraron cuatro SNPs intronicos en el gen FCGR3A en la
poblaciéon ecuatoriana, los SNPs rs449463 y rs426615 con una
frecuencia de 0.44, y los SNPs g.6657A>G y g.6738C>T con una

frecuencia de 0.28.
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ANEXQOS

Durante el transcurso de esta tesis doctoral he participado en otro proyecto que

ha dado lugar a la publicacion del articulo:

Blazquez-Moreno, A., Pérez-Portilla, A., Agundez-Llaca, M., Dukovska, D.,
Valés-Gémez, M., Aydogmus, C., ... & Reyburn, H. T. (2017). Analysis of the
recovery of CD247 expression in a PID patient: Insights into the spontaneous

repair of defective genes. Blood, blood-2017.
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