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BREVE HISTORIA

En el segundo cuarto del siglo XX, se realizaron experimentos con el
principal microorganismo causal de la neumonia (Streptococcus pneumoniae)
desarrollados por Frederick Griffith, y continuados por Oswald Avery, mostraron
que las cepas virulentas tenian una capa rugosa y poseian la capacidad de
transformar en virulentas a las que no lo eran. Estos autores hallaron, como
causante de esta transformacion, un material de naturaleza desoxirribonucleica
(Avery et al., 1944). Pocos afios mas tarde, Rosalind Franklin obtendria la
imagen cristalografica que supondria la base para el nacimiento de la genética
molecular. Se trataba de lo que conocemos como acido desoxirribonucleico
(ADN), cuya estructura fue descrita y publicada finalmente en 1953 (Watson y
Crick, 1953). En esa época, también preocupaba otra enfermedad del tracto
respiratorio de gran impacto: la enfermedad de la membrana hialina, que
provocaba la muerte de nifios prematuros tras sufrir el conocido como
sindrome de distrés respiratorio infantil (pRDS, prematurely born infants with

respiratory distress syndrome) (Claireaux, 1953).

A finales de la década de los 50, Mary Ellen Avery descubrié la
presencia de una sustancia que se segregaba en los pulmones antes del
nacimiento y que era imprescindible para la respiracion del recién nacido.
Ademas, propuso que se podria introducir en los pulmones un liquido que
disminuyera la tension superficial alveolar (Avery et al., 1959). Fue un
descubrimiento clave para la elaboracion de terapias que permitieron acabar
con la alta mortalidad debida a esta enfermedad (Avery, 1972). En los afios 70,
se demostré que la administracion de surfactante natural era efectiva en el
modelo de conejo con pRDS y descubrieron que, aunque su naturaleza era
mayoritariamente lipidica, también contenia proteinas (Enhorning et al., 1973).
A finales de los afios 80 se empezaron a utilizar surfactantes naturales como

terapia para el pRDS (Fujiwara et al., 1980,Namgung et al., 1989).



INTRODUCCION

Las enfermedades del tracto respiratorio abarcan condiciones agudas,
como la neumonia, la bronquitis o la gripe, y croénicas, como el asma o la
enfermedad pulmonar obstructiva créonica (EPOC). En la actualidad, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) sefala a las infecciones de las vias
respiratorias inferiores como la segunda causa de mortalidad prematura a nivel

mundial, como se muestra en la ilustracion 1.

1. Cardiopatia isquémica

2. Infecci de las vias respiratorias i

3. Accidentes vasculares cerebrales

4. Complicaciones del parto prematuro

5. Enfermedades diarreicas

6. ViH/sida

7. Asfixia y traumatismos del parto

8. Lesiones causadas por el transito

9. Enfermedad pulmonar obstructiva cronica
10. Paludismo

11. Anomalias congénitas

12. Septicemia e infecciones neonatales
13. Lesiones autoinfligidas

14, Canceres les, b iales y pul
15. Diabetes mellitus

16. Tuberculosis

17. Cirrosis hepética

18. Violencia interpersonal

19. Meningitis

20. Malnutricion proteinoenergética

W Hombres
B Mujeres

3 4 5 6 7 8 9
Proporcion de APP totales (%)

N /

llustracion 1. Las 20 primeras causas de muerte prematura a nivel mundial en 2012.

APP: afios perdidos por muerte prematura. La proporciéon de afios de vida perdidos por muerte prematura se calcula
multiplicando el nimero de muertes en cada edad, por la esperanza de vida mundial normalizada para la edad a la
que se produce la muerte. http://www.who.int/gho/publications/world health_statistics/2014/en/.

o
s
N

La incidencia de enfermedades pulmonares es un problema de
considerable importancia en todo el mundo, por esto los estudios se centran en
revertir, detener o minimizar estas enfermedades. No todos los individuos en
situacién de riesgo las padecen, por lo que se ha planteado que la variabilidad
individual, en particular, la variabilidad genética, puede estar jugando un papel

en el grado de susceptibilidad que presentan los individuos.

El desarrollo de ciertas enfermedades parece estar influenciado, ademas
de por factores externos, por nuestro propio material genético. Cada vez es
mas evidente que la variabilidad genética humana influye de forma

determinante en la susceptibilidad o en la gravedad de muchas entidades
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nosoldgicas. Los estudios de epidemiologia genética buscan identificar las
asociaciones existentes entre el genoma y las enfermedades. En la actualidad,
existen diversos tipos de estudios que permiten detectar variantes genéticas:
los estudios de asociacion de genoma completo (GWAS, genome wide
association studies), los estudios de ligamiento en familiares mediante pruebas
de transmision del desequilibrio y los estudios de genes candidatos. En estos
ultimos se buscan variantes en genes elegidos por hipoétesis y/o plausibilidad

bioldgica que puedan ser utiles como marcadores genéticos.

Se sabe que uno de los mecanismos que subyace en la variabilidad
genética que presenta cada individuo depende del sobrecruzamiento de
cromosomas homélogos y de la recombinaciéon del material genético de sus
progenitores. Las variaciones polimérficas heredadas son un mecanismo
basico para la capacidad de adaptacion y la estabilidad de la especie. Estos
polimorfismos pueden ser de distintos tipos y constituyen la forma mas comun
de variacion genética. Tras multiples generaciones, las variantes que llegan a
consolidarse en la poblacidén, pueden ser silentes, llegar a proporcionar ciertas
ventajas o, por el contrario, contribuir al desarrollo de enfermedades
(Guttmacher y Collins, 2002,Guttmacher et al., 2010). Los polimorfismos mas
frecuentes son producidos por el cambio en un /locus de un nucleétido (A:
adenina, C: citosina, G: guanina y T: timina) por otro y se conocen como
polimorfismos de un solo nucleétido (SNP, single nucleotide polymorphism) o
de una sola base. La mayoria son marcadores bialélicos y existen en regiones
con alta densidad de marcadores que suelen ser representados mediante la
creacion de mapas de alta resolucidén. Por una cuestion espacial, existe menos
probabilidad de que se hayan producido entrecruzamientos entre los
marcadores que estan muy cercanos por esto, frecuentemente, presentan
desequilibrio de ligamiento (LD) entre ellos, o o que es lo mismo, se heredan
juntos. Este fendbmeno se representa a través de mapas de desequilibrio
genético, donde se pueden analizar las relaciones entre polimorfismos, asi
como seleccionar el numero minimo de polimorfismos en una regiébn que aporta
la maxima informacién de la misma. El uso de variantes como marcadores se
ha visto favorecido por la aparicion de nuevos métodos y técnicas

automatizadas que permiten analizar miles de muestras a la vez.
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La penetrancia de un genotipo se define por la probabilidad que tiene el
portador de presentar manifestaciones clinicas (Zlotogora, 2003). Las
inmunodeficiencias convencionales o congénitas son enfermedades
mendelianas, monogénicas, que se caracterizan porque los individuos
presentan mutaciones (una o varias, en un unico gen o fragmento
cromosomico) que pueden ser detectadas por seguir un modelo de herencia
simple, a menudo pero no siempre, de alta penetrancia. Numerosos estudios
han demostrado que mutaciones en componentes del sistema inmune pueden
aumentar la susceptibilidad a padecer ciertas infecciones, neoplasias y
enfermedades autoinmunes. En enfermedades multifactoriales muchas veces
no se encuentra una unica mutaciéon causal sino distintas variantes heredadas
que pueden ser explicadas por un modelo complejo de baja penetrancia
(Frazer et al., 2009).

1.1 Base Teorica

A continuacién, se describe el tracto respiratorio y el liquido surfactante
pulmonar, profundizando en la localizacion, estructura, variabilidad y funcién de

las proteinas surfactantes Ay D: SP-Ay la SP-D.

1.1.1 Tracto respiratorio, liquido surfactante e inmunidad
innata pulmonar

La mayoria de los agentes externos penetran en el organismo por las vias
aéreas superiores que comprenden las fosas nasales, la faringe y la laringe.
Las vias aéreas inferiores incluyen, la traquea y los bronquios. Los pulmones
se disponen como dos masas esponjosas situadas en la caja toracica. Se
encuentran irrigados por los vasos sanguineos, esenciales en el intercambio
gaseoso, que conectan el sistema respiratorio con el sistema circulatorio.

Dentro de cada pulmdn, los bronquios principales van subdividiéndose hasta
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llegar a las vias aéreas de menor calibre, llamados bronquiolos terminales, que
acaban en estructuras denominadas alveolos. A su vez, los alveolos se
encuentran rodeados de capilares para garantizar la correcta difusiéon de los
gases respiratorios a través de la barrera hemato-gaseosa o membrana
alveolo-capilar. El epitelio alveolar es plano y estda compuesto por dos tipos de
células, los neumocitos tipo | y I, que recubren aproximadamente el 90% de la
superficie alveolar (aunque suponen menos del 10% del total de las células
presentes en el pulmén). Estos neumocitos se diferencian aproximadamente
entre la semana 24 y la 34 de gestacibn en el humano, y son células
especializadas en sintetizar y secretar el surfactante pulmonar, un fluido

importante para evitar el colapso alveolar tras la espiracion (Jobe, 2002).

El surfactante pulmonar es un complejo de proteinas y lipidos que
mantiene la integridad alveolar y juega un papel importante en la defensa
pulmonar y en el control de la inflamacion. Su principal funcién es reducir la
tensién superficial en la interfase aire-liquido del interior del alveolo y prevenir
el colapso alveolar. Estd compuesto por, aproximadamente, un 90-92% de
lipidos y un 8-10% de proteinas (Perez-Gil y Weaver, 2010,Postle et al., 2001).
Los fosfolipidos son el componente mayoritario de este liquido alveolar,
principalmente la fosfatidilcolina (PC) y la dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC),
siendo este ultimo un componente clave en la reduccion de la tension
superficial. El fosfatidilglicerol (PG) también esta presente de manera
abundante y el resto consiste en fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilserina
(PS), fosfatidilinositol (Pl) y otros fosfolipidos y lipidos no fosforilados como el
colesterol y los triglicéridos (Floros y Phelps, 1997). Los fosfolipidos del
surfactante son sintetizados por vias similares a las encontradas en otras
células y tejidos, pero con algunas modificaciones para generar un alto
contenido en fosfatidilcolinas monoenoicas (acidos monoinsaturados o con so6lo

un doble enlace).

Los fosfolipidos del surfactante ayudan a preservar la superficie donde se
produce el intercambio gaseoso. Son tres las principales funciones biofisicas:
1) prevenir el colapso de los alveolos al final de la espiracion y facilitar la
inspiracién (actuan reorganizando las moléculas de agua de la fase acuosa en

la superficie alveolar); 2) evitar la formacién de edema pulmonar por filtracién
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de plasma desde los capilares (actuan sobre la compensaciéon del equilibrio de
las fuerzas hidrostaticas), y 3) mejorar el transporte mucociliar y la traslocacion
de particulas hacia la hipofase. Ademas de las acciones anteriores, otra funcién
importante es facilitar la eliminacién de particulas de restos celulares del
alveolo para disminuir la tension superficial durante la fase final de la

espiracion.

El principal papel del surfactante, por tanto, es evitar el colapso de los
alveolos. Ademas, interviene en la regulacion de la respuesta inflamatoria
provocada por el material exégeno que llega a las vias aéreas y a la interfase
aéro-acuosa del pulmén. Aunque se trata de un fluido de naturaleza
mayoritariamente lipidica, la fraccion proteica supone alrededor de la décima
parte de su composicion. Las cuatro proteinas descritas en el surfactante se
dividen en dos grupos segun su hidrofobicidad. Las proteinas surfactantes (SP,
surfactant protein) A 'y D (SP-A y SP-D), son proteinas hidrofilicas y juegan un
importante papel en la defensa inmunoldgica primaria como colectinas (Griese,
1999,Crouch, 1998 ,Hawgood y Poulain, 2001,Crouch y Wright, 2001). La SP-A
es la mas abundante (supone el 3-4% de la masa de surfactante) e influye en la
estructura extracelular que hay en el alveolo y en la formacion y secrecién de la
mielina tubular (proveniente de los cuerpos lamelares producidos por los
neumocitos tipo Il (Wang et al., 2010). La SP-A y la SP-D intervienen también
en la homeostasis del surfactante y resultan esenciales en el mantenimiento de
la funcion normal del pulmén (Botas et al., 1998,lkegami et al., 2000,Hawgood
y Poulain, 2001). Las SPs hidrofébicas, SP-B y SP-C, estan involucradas
principalmente en la prevencion del colapso alveolar por su capacidad de
disminuir la tension superficial. Por un lado, la SP-C estabiliza el surfactante y
es capaz de participar en la inmunidad innata al unir lipopolisacaridos (LPS)
(Augusto et al., 2003,Glasser et al., 2001). Por otro lado, la expresion alterada
de SP-B se relaciona, en numerosos estudios, con enfermedades pulmonares
agudas y crénicas, y su ausencia, como ocurre en el pRDS, es incompatible
con la vida (deMello y Lin, 2001,Nogee, 2004, Whitsett, 2010).

En conjunto, los pulmones cuentan con unos 150 m? de extension
organizada. Se trata de una gran superficie de contacto con el aire, disefiada

para conseguir una respiracion exitosa, que continuamente esta recibiendo
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material exterior (Driscoll, 2006). Los diversos tipos de células que recubren el
pulmén sintetizan y secretan gran abundancia de fluidos, proteinas
antimicrobianas y mucinas, su numero y actividad secretora estan influenciados
por la lesion y la infeccidbn. Las glandulas submucosas también estan
revestidas por muchos tipos de células, incluyendo células mioepiteliales,
células serosas, células caliciformes, células basales y células ciliadas, que en
conjunto secretan fluidos y otras proteinas de defensa del huésped sobre la
superficie de las vias respiratorias, en situacion basal y en respuesta a

estimulos ambientales.

En general, existen dos vias de defensa en el organismo. La inmunidad
innata cuenta con componentes que logran desencadenar una respuesta
rapida que carece de especificidad y de memoria, es la primera linea de
defensa del organismo. La segunda, conocida como la inmunidad adquirida,
debe ser activada y, para ello, varias células de la inmunidad innata, tras el
procesamiento de material extrafio, exponen péptidos especificos de
patdogenos previamente procesados. El reconocimiento de estos activa la
inmunidad adquirida por células T, desencadenando respuestas inmunitarias a
nivel celular (distintos tipos de células T) y humoral (células B), que se
caracteriza por presentar capacidad de adaptabilidad al antigeno, especificidad
y memoria especifica. Ademas, las vias aéreas cuentan con células
inmunitarias especializadas que actuan mediante mecanismos innatos.
Destaca el papel que ejercen los macrofagos alveolares, los granulocitos, las
células dendriticas y, las recientemente descritas, células linfoides innatas
(ILCs, innate lymphoid cells) (Whitsett y Alenghat, 2015). El pulmén queda
protegido por fluidos con moléculas que intervienen en la defensa como las
defensinas, la lisozima, la lactoferrina, los péptidos antimicrobianos y la SP-A 'y
la SP-D.

Existe un grupo de proteinas, producidas por las células innatas, que
puede funcionar como receptores reconocedores de patrones (PRR, pattern-
recognition receptor). La gestion de sefiales, a través de estos PRR, para
reconocer esos patrones moleculares asociados a patogenos (PAMPs,

pathogen-associated molecular pattern), es un mecanismo de la inmunidad
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innata que se relaciona con el control de la respuesta de los linfocitos Ty B y

que, por tanto, también repercute en la inmunidad adquirida.

Los PRRs se pueden encontrar asociados a la membrana, dentro de la
célula o en forma soluble (ver ilustracion 2). Los PRR solubles, que residen en
un lugar inmunoprivilegiado como el pulmén, actuan frecuentemente, como
opsoninas. Un grupo de moléculas que pueden funcionar como PRRs son las
lectinas. Las lectinas tienen la capacidad de eliminar de manera silenciosa las
células muertas y el material celular originado por la actividad fagocitica y
degradatoria de los macréfagos u otras células fagociticas, reduciendo la
inflamacién y ayudando a evitar respuestas autoinmunes. Es el caso de la SP-

Ay la SP-D, principales PRRs solubles presentes en el pulmén (Vasta, 2009).

Lectinas solubles
i

SP-A SP-D MBL PTXs Ficolinas
Receptores de memorana Receptores del Receptores basureros
lipe lectina (CLR) complemento (SR -scavenger)

r Y T ™ Receplores de tipo
Toll (TLRs)

i
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Receptores tipo
NOD (NLRs) Receptores lipo
RIG-1 (RLRs)

llustracion 2. Principales receptores reconocedores de patrones en vias respiratorias.
SP: surfactant protein, MBL: mannan binding lectin, PTX: pentraxins, MR: mannose receptors, CR: complement
receptor, FcR: Fc receptors, SRA-210: surfactant protein receptor 210, CD: cluster differenciation, TLR: toll like
receptor, MD2: myeloid diferenciation 2, NOD: Nucleotide-binding oligomerization domain-containing protein 2,
RIG-1: retinoic acid-inducible gene 1 y MDAS: melanoma differentiation-associated protein 5.
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1.1.2 Proteinas asociadas al surfactante: SP-Ay SP-D

Pertenecen a la familia de lectinas tipo C, concretamente al ya
mencionado subgrupo de las colectinas. Se caracterizan por tener una region
colageno y un dominio de reconocimiento de carbohidratos (CRD, carbohidrate
recognition domain) dependiente de calcio. Estas proteinas se expresan, en un
principio, en la membrana coridnica del feto y, mas tarde, principalmente en los
pulmones. Las células epiteliales respiratorias, tanto en las vias aéreas
superiores como en las inferiores, son las encargadas de su produccion,
aunque también son sintetizadas por células epiteliales de otros tejidos extra-
pulmonares. Asi, las células epiteliales del intestino grueso y delgado (Rubio et
al., 1995), de la trompa de Eustaquio (Paananen et al., 1999), de la traquea, de
la préstata, del pancreas y del timo (Madsen et al., 2003) expresan SP-A.
También se ha detectado en la mucosa vaginal (MacNeill et al., 2004), en el
lacrimal (Brauer et al., 2007), en las glandulas parétidas (Brauer et al., 2009),
en las encias y en la saliva (Brauer et al., 2012). La SP-D esta presente, asi
mismo, en superficies mucosas. Es secretada por los neumocitos de tipo Il y
por las células exocrinas bronquiolares, aunque su sintesis tampoco esta
restringida soélo a un grupo de células del pulmon. La sintetizan también células
epiteliales de la piel, del eséfago, del intestino y del tracto urinario, de los
conductos grandes y pequenos de las glandulas salivares, parétidas y
lacrimales, de los conductos de la vesicula biliar, conductos biliares

intrahepaticos y de los conductos pancreaticos exocrinos (Madsen et al., 2000).

La SP-A y la SP-D poseen la capacidad de regular la respuesta
inflamatoria pero también se unen a los fosfolipidos del surfactante mediante su
CRD, lo que contribuye a disminuir la tension superficial de la interfase aéreo-

acuosa en el alveolo (Garcia-Verdugo et al., 2002).

El surfactante, como sistema altamente especializado exclusivo del
pulmén, permite el intercambio gaseoso y el control inmunolégico. Se ha
comprobado que, tanto el cambio cualitativo como cuantitativo en su
composiciéon o en sus funciones, provoca alteraciones respiratorias (Floros y
Phelps, 1997 ,Floros y Kala, 1998,Floros y Wang, 2001,Whitsett, 2010).
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1.1.2.1 Estructura y organizacién proteica

La estructura primaria de SP-A y SP-D incluye un extremo amino, rico en
cisteinas, una region compuesta por repeticiones de tripletes Gly-X-Y y un
extremo carboxilo terminal. Su estructura secundaria ha perdido la secuencia
denominada péptido sefal (necesaria para que se produzcan las
modificaciones postraduccionales de las proteinas en el reticulo
endoplasmatico antes de ser secretadas al exterior celular), correspondiente
con el plegamiento de los residuos aminoacidicos cercanos mediante puentes
de hidrégeno. Consta de un extremo N-terminal; una regién rica en conjuntos
de triple hélice, denominado dominio colageno; una regioén llamada bisagra o
cuello con a-hélices superenrolladas, y un dominio tipo lectina C que de

manera homotrimérica formara la region conocida como CRD.

La distribucion tridimensional o estructura terciaria hace que la proteina
sea funcional. Los puentes disulfuro entre los residuos de las subunidades
polipeptidicas ayudan a que se empaqueten de tres en tres, como unidad
trimérica (ver ilustracion 3), para después conformar estructuras de mayor

peso molecular.
/

- J

llustracion 3. Imagen cristalografica de homotrimeros de SP-D.

Imagen cristalografica de un trimero de SP-D obtenida por el software Cn3d y con la informacién disponible en la base
datos de proteinas RCSC PDB (Research Collaboratory for Structural Bioinformatics Protein Databank). A la izquierda,
vista superior, tres CRDs con calcio unido. A la derecha, de perfil, se diferencian las regiones bisagra (estructuras
verdes cortas) y las de tipo colageno (estructuras verdes largas). La region terminal del trimero no esta representada
porgue no se encuentra en ninguna de las imagenes disponibles, http://www.rcsb.org/pdb/ (Berman et al., 2000).
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La SP-A esta formada por polipéptidos codificados por dos genes
altamente homologos, SFTPA1 y SFTPA2. Tanto SP-A1 como SP-A2 se
encuentran en la proteina final y en forma de homo o hetero-oligdmeros. Cada
una de las unidades polipeptidicas esta compuesta por 248 aminoacidos y
tiene un peso molecular aproximado de 26 kDa (ver ilustracion 4).

4 N

Dominio Cuello
tipo colageno

N-terminal

Péptido
senal

9 19 50 66 73 8185 91 219 223

- J

llustracion 4. Representacion simplificada de la estructura polipeptidica de SP-A.

En la parte superior se observan la longitud y la configuracion de los dominios de la proteina. En la parte inferior, los
numeros corresponden al lugar consecutivo que ocupa cada aminoacido cuando es traducido: los numeros que se
encuentran en negro y subrayados se corresponden con los cambios producidos por SNPs en SFTPA2, mientras que
en negro pero sin subrayar se representan cambios en SFTPAT; los nimeros en verde representan los aminoacidos
en los que difieren estos dos genes de alta homologia y los numeros en gris son los que limitan los dominios de la
proteina.

La SP-A funcional cuenta con seis unidades triméricas que se asocian
para formar una molécula de 630 kDa compuesta por 18 cadenas
polipeptidicas dispuestas en una estructura hexamérica (octodecameros),

como se representa en la ilustracion 5.

Trimeros

(& J

llustracion 5. Estructura y organizacién proteica de SP-A.
Organizacion de las unidades polipeptidicas. Trimeros supramerizados en octodecameros.
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La SP-D es codificada exclusivamente por el gen SFTPD. En este caso,
cada cadena polipeptidica esta formada por 365 aminoacidos que se agregan
para dar lugar a formas de mayor peso molecular. En el reticulo
endoplasmatico primero se ensambla el CRD, después los mondmeros
empiezan a trimerizarse por el dominio bisagra y, finalmente mediante puentes
disulfuro, logran una estructura de dodecamero estable. Antes de ser
secretada, en el aparato de Golgi se produce la maduracion de la proteina
mediante N-glicosilacion (O'Reilly et al., 1988). En la ilustracion 6 se
representa su estructura compuesta por oligbmeros de subunidades de 130
kDa (tres cadenas polipeptidicas idénticas de 43 kDa) que se empaquetan en
estructuras tetraméricas de 12 cadenas polipeptidicas (cuatro subunidades
homotriméricas unidas por la region N-terminal) (Holmskov et al., 2003,Kishore
et al.,, 2006). La agregacion de mas unidades hace que, en una misma
estructura, a través de los dominios tipo colageno y N-terminal, se forme una
estructura de organizacidén superior, con mayor peso molecular y ensamblada
de forma estable. Parece que la variacién en las formas estructurales en las
que se presentan la estructura de estas proteinas tiene implicaciones

funcionales.

2

rimeros

N /

llustracion 6. Estructura y organizacién proteica de la SP-D.
Organizacion de las unidades polipeptidicas en trimeros, que a su vez son supramerizados en dodecameros, que
en una organizacion superior llevan a la formacién de multimeros en forma de diente de leén o asterisco.
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1.1.2.2 Estructura y organizacién genémica

El genoma cuenta con aproximadamente 3,2 billones de pares de bases.
A partir de estudios de diversidad nucleotidica, en 2001 se estimaba que, como
promedio, existia un polimorfismo comun por cada 1.331 pares de bases (pb).
Aunque se habia logrado detectar 1,4 millones de SNPs, su numero tedrico en
el genoma humano seguia estimandose en unos 3-4 millones, y el inferido
aplicando la teoria neutral clasica de genética evolutiva alcanzaba los 11
millones (Kruglyak y Nickerson, 2001). Estos numeros hacen referencia a
polimorfismos presentes, como minimo, en el 1% de la poblacién mundial. Sin
embargo, en la ultima actualizacién de una de las bases de datos genomicos
mas completas, USCS browser, ya estan descritos 12,8 millones de SNP,
31.848 genes y alrededor de 82.960 transcritos (Karolchik et al., 2014).

La SP-A esta codificada por dos genes funcionales (SFTPA2y SFTPA1)
mientras que la SP-D esta codificada, como ya se ha mencionado con
anterioridad, por un Unico gen (SFTPD) localizado en la misma regién del brazo

largo del cromosoma 10 (ver ilustracion 7).

7thr 10 ~
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[ 81651007 = [ 81784997
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llustracion 7. Distribucion de los genes SFTPA1, SFTPA2y SFTPD en el brazo q del cromosoma 10.

Los genes que codifican la SP-A y SP-D se encuentran en la region central del brazo largo (q) del cromosoma
10 (10922.3 segun la base de datos online de genomas Ensembl) (Flicek et al., 2014) formando parte de lo que
en terminologia genética se denomina cluster.
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Los dos genes, SFTPA2 y SFTPA1, presentan LD y exhiben una
organizacién genomica similar. Se transcriben y traducen produciendo la
subunidad polipeptidica descrita, que se ensambla para conformar la proteina
funcional. Estos genes contienen cuatro exones codificantes, tres exones no
codificantes e intrones. Se transcriben de manera opuesta y en la actualidad
hay descritos cuatro y seis transcritos alternativos para cada gen. SP-A1 y SP-
A2 difieren en cuatro nucleétidos de la region codificante que hacen que las
posiciones de los aminoacidos 66, 73, 81 y 85 sean Met (metionina), Asp (acido
aspartico), lle (isoleucina) y Cys (cisteina) para SP-A1 y Thr (treonina), Asn
(asparagina), Val (valina) y Arg (arginina) para SP-A2 (Floros y Hoover,
1998,DiAngelo et al., 1999) (ver ilustracion 4). También presentan SNPs que
se distribuyen en las regiones codificantes -que pueden provocar cambios en el
péptido sefal, en el dominio tipo colageno o en el CRD-, o en regiones que no
se traducen y que flanquean ambos genes, como regiones 3’UTR y 5’UTR
(Floros et al., 2009,Wang et al., 2005)

Otros mamiferos, como los roedores, tienen un solo gen, denominado
Sftpa (ahora Sftpa1) para codificar la SP-A, por lo que se cree que se produjo
una duplicacion por inversidon segmental de 10922.3 en el linaje de los primates
(Kuhl et al., 2008), resultando en dos genes paralogos. En humanos, la
combinacion de ambos productos génicos es fundamental para adquirir la
conformacién nativa (Sanchez-Barbero et al., 2007), aunque se ha visto que la
relacion SP-A1/SP-A2 se encuentra alterada en algunas enfermedades, y

puede variar entre individuos (Tagaram et al., 2007,Hickling et al., 1998).

La informacién proporcionada por internet permite a la comunidad
académica y cientifico-médica el acceso a bases de datos de secuencias
genomicas de alta calidad para la investigacion (UCSC Genome Browser). En
estas bases se incluye informacion de regiones codificantes y no codificantes
de recursos como RefSeq, GenBank, y CCDS (Kent et al., 2002). En la

ilustracion 8, se muestran los sitios polimoérficos descritos actualmente.
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llustracion 8. Estructura de los genes y mapa de polimorfismos.

Representacion grafica de la estructura de los genes. Para cada gen, la linea fina de color azul representa los intrones
del gen, las areas mas gruesas representan los exones codificantes y las intermedias los no codificantes. Los SNPs
estan identificados por su numero identificador rs y por el tipo: no sinébnimos (rojo), sinébnimos (azul), de regiones UTR
(verde) o de regiones intronicas (gris), (http://genome.ucsc.edu). En la parte inferior de cada figura se muestra la

distribucion de los polimorfismos descritos.
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1.1.2.3 Funciones

Las funciones de las SPs estan vinculadas con su capacidad de union y
de interaccidon con otras moléculas. Pueden unirse a lipidos, carbohidratos,
acidos nucléicos y a proteinas (ya sean solubles o que estén actuando como
receptores). Por tanto, la SP-A y la SP-D son capaces de interaccionar con una
amplia gama de microorganismos, células apoptéticas y otros materiales
organicos complejos, ademas de poseer la capacidad de modular la funcion de
los leucocitos para mejorar aun mas la eliminacion de los agentes patogenos
(Hickling et al., 2004).

Numerosas particulas entran por las vias aéreas y una de las principales
funciones de la SP-A y la SP-D es mantener al pulmén en estado quiescente
(anti-inflamatorio) en ausencia de agentes dafinos. Para ello, se unen a una
proteina reguladora de la superficie de los neutréfilos y macréfagos, la llamada
proteina de sefal reguladora alfa (SIRPa, signal inhibitory regulatory protein a).
También pueden unirse a receptores de membrana tipo Toll (TLR, Toll like
receptors). Concretamente, a TLR2 y TLR4 (que se encargan de reconocer
patrones moleculares comunes tanto de bacterias gram positivas como de
gram negativas), evitando su sefalizacion. La SP-D se une a dominios
extracelulares de TLR2 y TLR4 bloqueandolos a través de su CRD (por un
mecanismo de unién diferente al del Pl y el LPS). También se une directamente
a SIRPa, con lo que inhibe una importante via de activacion para la sintesis de
citocinas inflamatorias (ver ilustracién 9) mediante la activacion de factores de

transcripcion como el NF-kB (Wright, 2005).

El SIRPa es un receptor inhibidor cuya activacién conduce a la inhibicién
de varias funciones importantes de células mieloides tales como la fagocitosis
por los macrofagos y la produccion de citocinas. Este receptor consta de un
dominio transmembrana y de una cola citoplasmatica con un inmunoreceptor
inhibidor con un motivo basado en tirosina. En algunas células, se ha
demostrado que interactua con las proteinas tirosina fostatasas SHP-1 y SHP-2
(SHP, Src homologue protein), que interviene en las vias de senalizacion

reguladas por las tirosina quinasas, donde se conduciendo a la inhibicién de la
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activacion del p38. Se ha confirmado que la SP-D se une al SIRPa expresado
en neutréfilos humanos por el dominio de membrana distal D3, mientras que el
otro ligando conocido del SIRPa, CD47, se une al dominio distal D1. Esto indica
que existen multiples sitios de unién en el SIRP-a para ligandos funcionales, lo
que permitiria la regulacion diferencial de la funcion del receptor (Fournier et
al., 2012).
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llustracion 9. Funcion de la SP-A y la SP-D en ausencia de agentes patéogenos.
Representacion grafica del bloqueo de receptores producido por la SP-A y la SP-D
para mantener un estado antiinflamatorio. EI complejo CD14-TLR4 es intervenido
por la SP-D y el receptor SIRPa es bloqueado por la unién tanto de la SP-A como
de la SP-D.

El CD14 (CD, cluster differentiation 14) es ligando de la SP-A y la SP-D.
Este se expresa en monocitos, macréfagos y neutréfilos y muestra una alta
afinidad por el LPS aunque también interactuia con otros productos
microbianos. EI CD14 no posee dominio intracelular y puede encontrarse en
forma soluble o en la membrana celular. Su localizacién en la membrana es
consecuencia de su capacidad de unién a TLR2 y TLR4, formando los
complejos CD14-TLR2 y CD14-TLR4. Por un lado, SP-A reconoce el
componente peptidico de CD14 mediante su dominio bisagra y por otro lado, la
SP-D se une a carbohidratos por el dominio tipo lectina. Ambas son capaces de
alterar las interacciones LPS/CD14 (Sano et al., 2000,Sano et al., 2000).
Ademas de unirse a TLR2 y TLR4, la SP-A se une directamente al factor 2 de
diferenciacion mieloide (MD-2, myeloid differentiation factor 2), lo que provoca
la alteracion directa de la unién de éste con sus ligandos. Se ha encontrado
que la SP-A modula la unién de LPS al complejo de superficie de TLR4 y MD-2

y altera la respuesta celular inducida por LPS. Aunque el CRD esta implicado
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en la interaccion de la SP-A con TLR4 y MD-2, se ha visto en un estudio
experimental que la forma trimérica que consta s6lo del CRD y el dominio
bisagra no es suficiente como molécula inmunomoduladora, por lo que se cree
que la oligomerizacién supratrimérica es importante para la funcién de defensa
del huésped (Yamada et al., 2006).

Si SP-A o SP-D se encuentran con algun agente extrafio (ilustracion
10), esta vez actuan activando esos receptores TLRs a la vez que, mediante la
unién del dominio colageno al complejo de calreticulina/CD91 logran la sintesis
de citocinas proinflamatorias. EI CD91 es una proteina transmembrana que
también es conocido como LRP1 (low-density lipoprotein-related protein 1). La
calreticulina se une al receptor de la superficie celular CD91 y actua como un
adaptador o co-receptor para unirse a la region de colageno de la SP-A, la SP-
D y de otras colectinas. In vitro, la SP-A y la SP-D se unen a las células
apoptéticas y provocan su ingestion por parte de los macréfagos alveolares

mediante la interaccidon con el complejo calreticulina/CD91 (Vandivier et al.,

2002).
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llustracion 10. Funcion de la SP-A y la SP-D en presencia de agentes patégenos.
Representacion grafica de la activacion de receptores producida por la SP-A y la SP-
D para promover la fagocitosis y un estado inflamatorio: la bacteria es capturada por
las SPs, que se unen a los receptores TLR4/CD14 o al complejo calreticulina/CD91.

Los receptores del complemento (CR, complement receptor), como CR3,

inducen senales prominentes que conducen al estallido respiratorio o explosion
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oxidativa. Se ha demostrado que la SP-A, gracias al dominio colageno, lo une
directamente y logra favorecer la fagocitosis mediada por ese receptor fagocito

expresado por neutrofilos (Gil et al., 2009) (ilustracién 10).

Por otro lado, las SPs tienen conexion con componentes de la inmunidad
adquirida. Se ha publicado que la SP-D es capaz de interactuar con las células
T, concretamente, mediante la induccion de la expresion del antigeno 4 del
linfocito T citotoxico (CTLA-4, Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4). El| CTLA-4 es
un receptor proteico situado en la membrana celular de los linfocitos T cuya
estimulacién inhibe la funcion de dichos linfocitos. Ademas, la SP-D inhibe las
respuestas pulmonares inducidas por alérgenos mediante el aumento de la
expresion del CTLA-4, mientras que el bloqueo de ese receptor disminuye la
capacidad de la SP-D para inhibir la respuesta inmune inducida por alérgenos.
En conjunto, todos estos resultados sugieren que la SP-D regula al CTLA-4 y

modula la inflamacion pulmonar inducida por alérgenos (Lin et al., 2010).

Por lo que se ha mencionado hasta el momento, tanto la SP-A como la
SP-D actuan de manera innata, unen ligandos para neutralizarlos, promueven
el aclaramiento de células apoptoticas del pulmén (Vandivier et al., 2002) y
juegan un papel crucial en la regulacién de la respuesta inflamatoria (Wright,
2005,Janssen et al., 2008,Gardai et al., 2003). En modelos in vivo de raton se
han publicado algunos estudios en los que los ratones deficientes en Sftpat o
Sftpd desarrollan mas susceptibilidad a la infeccion por diferentes bacterias y
virus (LeVine et al., 2001,LeVine y Whitsett, 2001,Giannoni et al., 2006); a su
vez, los ratones Sfipd -/- provocados por un estimulo alergénico llegan a
desarrollar una respuesta inflamatoria pulmonar intensa (Schaub et al.,
2004,Schaub et al., 2004). También se ha demostrado que la regién bisagra y
el CRD de SP-D se unen a los dominios extracelulares de formas solubles de
TLR2 y TLR4 recombinante, por un mecanismo diferente al de su unién al Pl y
al LPS (Ohya et al., 2006).

Las moléculas capaces de interaccionar con las SPs son muy
numerosas. En la ilustracion 11 se muestra un resumen de las que han sido

descritas hasta el momento.
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llustracion 11. Interaccion de los dominios N-terminal y CRD con diferentes moléculas.

Resumen grafico de los principales receptores, ligandos y proteasas que interaccionan con la SP-Ay SP-D y el
dominio de la proteina que emplean en cada caso interaccion. Gp-340: glycoprotein-340, MFAP4: microfibril-
associated protein 4, MPO: myeloperoxidase, CD: cluster differentiation, TLR: toll like receptor, DPPC:
Dipalmitoylphosphatidyicholine, PG: phosphatidyl glycerol, SIRPa: signal inhibitory regulatory protein a, SPR-210:
specific 210-kDa SP-A receptor, LAIR-1: leukocyte-associated Ig-like receptor-1, Ig: Immunoglobulin, NETSs:
neutrophil extracellular traps, HND: human neutrophil defensins, MMP-9: Matrix metallopeptidase 9, PAMPS:
pathogen-associated molecular pattern y LPS: lipopolysacharide.

Hace mas de 15 afios se detectd la interaccion entre la SP-A y un
receptor especifico de un peso molecular de 210 kDa (SPR-210, specific 210-
kDa SP-A receptor) que se encuentra en los neumocitos de tipo Il y en los
macréfagos alveolares. La interaccion se lleva a cabo a través de la regidén de
colageno de la SP-A (Weikert et al., 1997). Por otro lado, se ha demostrado
que una glicoproteina de 340 kDa (gp-340, glycoprotein-340) se une a la SP-D
en presencia de calcio, pero lo hace independientemente del reconocimiento de
carbohidratos. La gp340 se encuentra tanto en forma soluble como en
asociacion con las membranas de los macréfagos alveolares, lo que sugiere
que puede tratarse de un receptor de opsonizacion mediado por la SP-D
(Holmskov et al., 1999).
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También se ha descrito la unién de las SPs a componentes de la
matriz extracelular. Por un lado, la SP-A se une mediante su region colageno a
la proteina 4 asociada a la microfibrilla (MFAP4, microfibril-associated protein
4), encargada de la formacion de microfibrillas de la matriz extracelular
(Schlosser et al., 2006). Ademas, in vitro, el CRD de la SP-D interactua con el
dermatan sulfato de la decorina, que es un proteoglicano que interviene en el
ensamblaje de la matriz extracelular, mientras que el nucleo de esta proteina
se une a la region tipo colageno de la SP-D (Nadesalingam et al., 2003). Afos
después, ese mismo grupo demostré que la SP-D se une a diversas clases de
inmunoglobulinas séricas, incluyendo la IgG, la IgM y la IgE, pero no a la IgA.
Esta unioén se producia, de manera calciodependiente, entre el CRD de la SP-D
y los dominios constantes y variables de las inmunoglobulinas (Fc y Fab
respectivamente), aumentando la fagocitosis en modelos murinos. Sin
embargo, la SP-A sélo se unia a la region Fc (Nadesalingam et al., 2005).
Antes de que finalizara la pasada década, el grupo liderado por Hartshorn
publicaba que la SP-D también era capaz de interaccionar con las defensinas
producidas por neutréfilos humanos (HND, human neutrophil defensins). Las
defensinas son proteinas que inhiben la infectividad de los virus como los
Influenza A, pero parecen ser capaces de modificar la respuesta antiviral
mediada por SP-D mediante la interaccibn con sus dominios bisagra y sus
CRDs (Doss et al.,, 2009). Sin embargo, SP-A y SP-D tienen diferentes
mecanismos de la actividad antiviral. La SP-A inhibe la actividad del virus
Influenza A (IAV, influenza A virus) uniéndolo al acido sialico expresado en sus
CRDs.

Se ha descrito, ademas, la interaccion de las SPs con otras moléculas
de los neutrofilos. La SP-A y la SP-D se unen a las fibras o redes extracelulares
llamadas trampas extracelulares de neutrofilos (NET, neutrophil extracellular
traps), y a carbohidratos de células polimorfonucleares que se unen a
bacterias, lo que favorece su fagocitosis (Douda et al., 2011). Algunos de los
componentes de las NETs son inmunogénicos, por lo que pueden ser
perjudiciales para el tejido. La SP-D se une a las NETs y, a través de los
macréfagos alveolares, aumenta la eliminacion de las células muertas y del

ADN. En consonancia con esto, en varias enfermedades pulmonares
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inflamatorias en las que los niveles de SP-D broncoalveolar estan disminuidos
se ha observado la acumulacién de ADN en los pulmones (Cheng y Palaniyar,
2013).

Las SPs también pueden interaccionar con otros productos de los
neutréfilos como, por ejemplo, con proteinasas (endopeptidasas) como las
serin-proteasas, catepsina G, la elastasa y la proteinasa-3, que contribuyen a la
degradacion de SP-A y disminuyen la defensa antimicrobiana pulmonar innata
(Rubio et al., 2004). La elastasa parece que es la mas activa (Cooley et al.,
2008) y estudios mas recientes han identificado las catepsinas S, B y L como
capaces de escindir el CRD de la SP-D (Lecaille et al., 2013).

Ademas, las SPs también interaccionan con otra proteinasa, la
mieloperoxidasa (MPO, myeloperoxidase), aunque normalmente actia como
una molécula de defensa, mediante la generacion de especies reactivas de
oxigeno y nitrogeno; también se sitta en la superficie de neutréfilos
apoptéticos, donde actua como diana para la SP-A y la SP-D (Jakel et al.,
2010). Es importante constatar que el principal componente producido en los
granulos terciarios de los neutréfilos también interacciona con la SP-D. Se trata
de la proteina metaloproteinasa 9 (MMP-9, Matrix metallopeptidase 9),
conocida también como gelatinasa B, una proteasa con una gran variedad de
sustratos que se encargan de degradar o modificar la mayoria de los
componentes de la matriz extracelular y de la membrana basal perivascular,

incluyendo el colageno, la laminina y los proteoglicanos.

Se ha visto que la MMP-9 regula la inflamacion y la remodelacion de
tejidos que caracterizan a algunas enfermedades pulmonares tales como la
EPOC, el asma y el sindrome de distrés respiratorio agudo (SDRA). Se han
identificado varios mediadores, incluyendo la IL-8 y el TNF-a, que estimulan la
liberacion de la MMP-9. Ademas, la MMP-9 convierte la pro-IL-1B en IL-1f3
activa, y trunca el extremo N-terminal de la IL-8, que pasa a ser una citocina
con mayor actividad, lo que aumenta el estado pro-inflamatorio (Ehrenfeld et
al., 2009). En 2012, se comprob6 que la MMP-9 es capaz de escindir la SP-D

in vitro, y provocar la pérdida de sus funciones inmunitarias innatas, incluyendo
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sus capacidades de agregar bacterias y aumentar la fagocitosis por los

macréfagos alveolares de ratones (Bratcher et al., 2012).

Como ya se ha mencionado, el CRD de las SPs es capaz de actuar
uniéndose directamente a PAMPs de la superficie de los microorganismos,
promoviendo su opsonizacion y la activacion del macréfago (Geertsma et al.,
1994, ,Haczku, 2008). Sin embargo, este dominio puede ser modificado por la
accion de otras proteasas, esta vez, producidas por agentes que entran a las
vias aéreas para poner en jaque al sistema inmune. Es el caso de la accion de
proteasas procedentes de bacterias como Pseudomonas aeruginosa
(Mariencheck et al., 2003) y Staphylococcus aureus (Kantyka et al., 2013), y de
acaros del polvo doméstico como Dermatophagoides pteronyssinus 'y

Dermatophagoides farinae (Deb et al., 2007).

La oligomerizaciéon de colectinas es una caracteristica critica para
desarrollar su funcion y, durante el estado inflamatorio, la modificacién quimica
puede dar lugar a la alteracion de su estructura. Estas proteinas pueden ser
alteradas a través de inactivaciéon proteolitica, nitracién, S-nitrosilacion vy
oxidacién, en un contexto en el que existen citocinas, proteasas, especies
reactivas de oxigeno y de nitrégeno, éxido nitrico (NO, nitric oxide) y otros
mediadores quimicos liberados por células inflamatorias. Recientemente, los
ensayos funcionales muestran que la SP-D, mediante su dominio colageno, se
une al receptor 1 de tipo Inmunoglobulina asociado al leucocito (LAIR-1,
leukocyte-associated Ig-like receptor-1). Se trata de un receptor inhibidor de la
respuesta inflamatoria, lo que implica una nueva via por la que las SPs podrian

estar contribuyendo a la inmunomodulacién (Olde Nordkamp et al., 2014).
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1.2 Antecedentes

A continuacion se revisan los estudios mas importantes que se han
publicado en relacion a la SP-A y la SP-D, tanto a nivel genético como
funcional. Hasta el momento, numerosas investigaciones han repercutido en un
mejor conocimiento de la estructura y de la funcion que desempefan estas
proteinas pulmonares. Los genes que las codifican, SFTPA2, SFTPA1 y
SFTPD, han sido los genes candidatos de diversos trabajos en las dos ultimas
décadas. Las variantes de estas proteinas se han relacionado con
enfermedades pulmonares como el enfisema, la infeccion por el virus
respiratorio sincitial (VRS), la neumonia, la tuberculosis o la EPOC, entre otras,
pero también con enfermedades no pulmonares como la diabetes miellitus tipo
I, la colitis ulcerosa, la otitis media, etc. Se detallan a continuacion los trabajos
mas relevantes a nivel funcional, en relacion a estas proteinas, realizados tanto
en lineas celulares transformadas, como en animales, asi como teniendo en

consideracion también los estudios de los niveles séricos.

1.2.1 Estudios de asociacion

Los estudios genéticos de las SPs han revelado una cierta asociacion
con enfermedades pulmonares en neonatos, poblacion infantil y adultos. Se
han vinculado a estas proteinas con el dafio pulmonar crénico y agudo, tanto el
ocasionado por diversos agentes externos como el producido por una
alteracion en el desarrollo de los procesos inflamatorios o por la disfuncion del
surfactante (Silveyra y Floros, 2012). A lo largo de las dos ultimas décadas se
han estudiado las asociaciones de los polimorfismos en SP-A y en SP-D con
enfermedades comunes y multifactoriales como el asma y la rinitis alérgica
(Saxena et al., 2003,Krueger et al., 2006,Pettigrew et al., 2007,Brandt et al.,
2008,Deng et al., 2009,Deng et al., 2011). Los resultados de estos estudios
apuntan a que, dependiendo del fondo genético de los individuos, existen

algunas diferencias en cuanto a la influencia que ejerce la variabilidad de estas
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proteinas. Sélo a modo de ejemplo, se podria mencionar un estudio realizado
en una poblacion china en el que se encontr6é un alelo de SP-D asociado con el
aumento del riesgo de desarrollar rinitis alérgica (Deng et al., 2009). Se trata
del alelo de un polimorfismo de SFTPD (rs721917) que, en contraste, se asocia
con un caracter protector frente al desarrollo de asma en la poblacion negra
(Brandt et al., 2008). Otro estudio realizado con anterioridad, en el que se
evaluo la relacidon de los tres polimorfismos no sinénimos del gen que codifica
la SP-D con el asma bronquial, no hall6 asociaciones significativas en 332
ninos alemanes asmaticos y 270 controles de la misma procedencia (Puthothu
et al.,, 2007). En poblacién india, por el contrario, se han encontrado varios
polimorfismos de SFTPA1 y SFTPA2 como marcadores clinicos de
susceptibilidad relacionados con los niveles de IgE, el porcentaje de eosinofilia
y la gravedad en pacientes con aspergilosis broncopulmonar alérgica
(producida por Aspergillus fumigatus) (Saxena et al., 2003). Otro estudio
también realizado por este grupo y publicado en 2005, revel6 distintos
polimorfismos de estos genes como determinantes en el riesgo de padecer

edema pulmonar por altura (Saxena et al., 2005).

En poblacion mejicana se han descrito variantes haplotipicas de
SFTPA1 en asociacidon con el riesgo de desarrollar fibrosis pulmonar idiopatica
(Selman et al.,, 2003). En un grupo de pacientes con fibrosis quistica de un
estudio realizado en Estados Unidos, se han encontrado haplotipos de los
genes que codifican la SP-A relacionados con un peor pronéstico (Choi et al.,
2006). Curiosamente, una de esas mismas variantes, entre otras, se habia
asociado con el riesgo de desarrollar distintos tipos histolégicos de cancer
pulmonar (Seifart et al., 2005). Mas recientemente, un trabajo realizado en
poblacién japonesa ha revelado que los haplotipos de SFTPD que se asocian
con el riesgo de sufrir cancer de pulmén o enfisema pulmonar difieren de los
asociados con el de padecer neumonia intersticial (Ishii et al., 2012a). Estas
proteinas también ha supuesto un reto para muchos grupos dedicados a la
investigacion de la EPOC vy, en los ultimos afios, se han llevado a cabo tanto
estudios de gen candidato como estudios GWAS de cohortes de pacientes con
esta enfermedad (Sin et al., 2008,Foreman et al., 2011,Shakoori et al., 2012,Ma
et al., 2013,0u et al., 2015).
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En cuanto a su papel en las infecciones, habitualmente aparecen
distintos efectos de las interacciones de SP-A y SP-D con el mismo o con
distinto patdgeno. En investigaciones realizadas en diferentes poblaciones, se
ha comprobado que el riesgo de padecer tuberculosis parece estar influenciado
por sus variantes polimérficas (Floros et al., 2000,Madan et al., 2002,Malik et
al., 2006). La SP-A potencia la unién de los macrofagos alveolares a
Mycobacterium tuberculosis (Gaynor et al., 1995), mientras que la SP-D se une
a la superficie bacteriana y condiciona una reduccion del material procesado
por los macrofagos (Ferguson et al., 1999). Recientemente, se ha publicado un
trabajo en poblacién china en el que algunas variantes se muestran como
factores protectores frente a la tuberculosis (Yang et al.,, 2014). En estudios
realizados en nifios, a su vez, el riesgo de padecer bronquiolitis por el VRS
posiblemente también esté modulado por determinadas variantes (Lahti et al.,
2002,Lofgren et al., 2002,Thomas et al., 2009,E| Saleeby et al., 2010,Ampuero
et al., 2011).

También se han publicado algunos trabajos, realizados en diversas
poblaciones de todo el mundo, en los que se relacionan algunas infecciones
extrapulmonares con la variabilidad genética de estas proteinas. Un estudio
realizado en una poblacion inglesa encontré un polimorfismo de SFTPAZ2
asociado a la susceptibilidad y a un mayor riesgo de muerte por la enfermedad
meningococica (Jack et al., 2006), causada por una septisemia por Neisseria
meningitidis después de un periodo de colonizacion nasofaringea (Read et al.,
1995). Aunque, SP-A y SP-D se expresan en la enfermedad meningocdcica, no
hay evidencias de que la SP-A se una a los meningococos. Dos grupos
independientes analizaron las asociaciones de polimorfismos de SP-A con la
susceptibilidad a padecer otitis media, una de las infecciones mas comunes en
poblacién infantil, causada por bacterias patégenas como S. pneumoniae,
Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis y S. aureus o por infeccion
secundaria a la bronquiolitis producida por VRS. Por un lado, una investigacion
llevada a cabo en Finlandia, identificd varios haplotipos distintos asociados con
la otitis tanto en infeccion aguda como en recurrente (Ramet et al., 2001). Por
otro lado, en Estados Unidos se estudio la relacion con la otitis media en una

poblacion de nifios con riesgo de asma pero sin hacer distincion entre la otitis
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media aguda y recurrente (Pettigrew et al., 2006). Los haplotipos de SP-A que
se asociaron en esta poblacion difieren de los hallados por el grupo finlandés
probablemente debido a posibles diferencias en la estratificacion de los

pacientes.

En los ultimos afos, se ha encontrado en mujeres adultas de China un
polimorfismo de SFTPA1 y otro de la SFTPA2, relacionados con la
susceptibilidad a la infeccion urinaria recurrente (Liu et al., 2010), una
enfermedad causada por Escherichia coli y otros microorganismos. Con
respecto a los polimorfismos SFTPD, en la poblacién japonesa se ha hallado
una asociacioén con la colitis ulcerosa (enfermedad que cursa con inflamacion
cronica del colon por una activacion andmala del sistema inmune) (Tanaka et
al., 2009) y en poblacién noruega con un mayor riesgo de presentar estenosis
de arteria coronaria (enfermedad cardiovascular en la cual la inflamacién
desempefia también un papel importante) (Berg et al., 2009). Recientemente,
se ha descrito la asociacion genética de polimorfismos de SP-A en pacientes

espafoles con diabetes mellitus de tipo Il (Pueyo et al., 2013).

1.2.2 Estudios experimentales

Un trabajo de laboratorio disefiado minuciosamente es imprescindible
para comprender mejor los mecanismos moleculares en los que intervienen
estas proteinas, porque, entre otras cosas, ayuda a revelar su papel funcional,

y el de sus variantes, mediante experimentos que tienen objetivos concretos.

En 1988 se publico la caracterizaciéon de SP-A (O'Reilly et al., 1988), y en
1989 la de SP-D (Persson et al., 1989). A principios de los 90, se pudo detectar
la SP-A mediante ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA,
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) (van de Graaf et al., 1992). Con
posterioridad, la expresion in vitro de SP-A1 y SP-A2 ha revelado que existen
distintas variantes que poseen diferente capacidad para facilitar la fagocitosis
por parte de los macréfagos alveolares (Mikerov et al., 2005,Mikerov et al.,

2007). También se han encontrado diferencias en la produccién de citocinas
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TNF-a e IL-8 en células THP-1 (linea celular humana leucémica y monocitica)
(Wang et al., 2002,Huang et al., 2004,Breij y Batenburg, 2008) y en su
capacidad para agregarse de manera estable en oligbmeros (Selman et al.,
2003,Sanchez-Barbero et al., 2007). La SP-A2 es la que tiene mayor afinidad
para unir una gran variedad de azucares (Oberley y Snyder, 2003), y por lo
general, se ha mostrado mas activa que la de SP-A1. Ambas poseen distinta
capacidad para inhibir la secrecion de surfactante y la SP-A2 es mas

susceptible a la oxidacion (Wang et al., 2004,Mikerov et al., 2008a).

El estudio con una proteina quimérica (SP-D/MBLneck CRD), formada
por el dominio N-terminal y colageno de la SP-D y por el dominio bisagra y el
CRD de la lectina de union a manosa (MBL, mannose-binding lectin) humana
reveld que los dodecameros de esta quimera agregaban mejor la E. coli tratada
con formalina que la MBL recombinante humana (Hartshorn et al., 2002).
Estudios anteriores ya habian mostrado que la SP-D une directamente el LPS
de la superficie de bacterias gram negativas a través de su CRD (Kuan et al.,
1992) y que, de este modo, producen la agregacién de los microorganismos y
promueven la fagocitosis por los neutréfilos y los macréfagos (Hartshorn et al.,
1998, Tino y Wright, 1999).

En 2010, en un modelo murino de neumonia bacteriana, cuando la
region N-terminal de la SP-D fue mutada no se detectaron dodecameros
(Crouch et al., 2010). Tanto cuando la SP-D mutada tenia truncado el dominio
N-terminal completo como cuando no tenia los residuos cisteina de esa region,
se encontraron sélo formas triméricas y ambas formas eran resistentes a las
alteraciones inducidas por la oxidacion. También se observdé que la SP-D
colocalizaba con los neutréfilos y la MPO, y que el ratéon deficiente en MPO,
que carece de la principal fuente de generacién de especies reactivas,
mostraba una disminucion de la SP-D unida por puentes disulfuro anormales
(abnormal cross-linked SP-D) y un aumento de la actividad de agregacion
dependiente de SP-D. Se ha propuesto que una de las causas de la pérdida de
la capacidad para agregar microorganismos pueden ser los derivados
oxidativos que produce la MPO, capaces de generar modificaciones en la
estructura de la SP-D, es decir, oligdmeros de SP-D abnormal cross-linked (con

puentes disulfuro anormales (Crouch et al., 2010). Durante la activacion y
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degranulacién de los neutrdfilos, la enzima MPO, una de sus proteinas mas
abundantes e importantes, se libera tanto en vacuolas fagociticas como
directamente al espacio extracelular. La MPO actia como una molécula de
defensa intracelular especifica de los neutréfilos pero también se expone en el
exterior del fagocito que entra en apoptosis y se ha confirmado, por
microscopia de fluorescencia, como molécula de unién para la SP-A y la SP-D.
En concreto, se ha observado que anticuerpos monoclonales anti-MPO
colocalizaban con SP-A y SP-D en neutrdéfilos apoptéticos en fase tardia (Jakel
et al., 2010).

Se han realizado trabajos en seres vivos para evaluar el papel de las
SPs. Por motivos fundamentalmente cientificos, aunque también econémicos y
de la disponibilidad de reactivos especificos de especie, hoy dia el animal
universalmente utilizado como modelo es el raton, del que, con respecto a otras
especies, cabe destacar la posibilidad de su manipulacion genética
(transgénicos y knockouts) e inmunoldgica (ratones con inmunodeficiencias
espontaneas o inducidas). Como se ha mencionado, los ratones deficientes en
SP-A o SP-D presentan una mayor susceptibilidad a la infeccidén respiratoria
por virus y bacterias. Sin embargo, los ratones deficientes en el gen que
codifica la SP-D (Sftpd-/-) desarrollan enfisema pulmonar, lo que supone una
pérdida de la estructura esencial del pulmén. Ademas, en un modelo murino de
alergia pulmonar inducida por alérgenos de acaros del polvo doméstico (Der p
mice), cuando se les administra SP-D recombinante (rhSPD) por via intranasal,
se logra disminuir los niveles de IgE especifica, la eosinofilia periférica y la

infiltracidon pulmonar (Strong et al., 2003).

Los niveles de SP-D presentes en el suero despiertan interés como
posible marcador clinico de enfermedad pulmonar. Se han realizados estudios
comparando los niveles séricos de SP-D entre pacientes con enfermedades
pulmonares infecciosas e individuos sanos y entre distintos grupos de
pacientes. La concentracion de SP-D en suero se incrementa
significativamente con la edad, el tabaquismo y en relacion al sexo masculino,
aunque el estado del individuo también contribuye a la variacion en sus valores
(Sorensen et al., 2006b). Ademas de depender del estado en el que se

encuentra el pulmén, los niveles son variables y se ha detectado un amplio
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rango de concentraciones entre los voluntarios sanos. Los niveles de SP-D
detectados en las vias respiratorias de los asmaticos son mas altos que en los
no asmaticos. Si tenemos en cuenta el aumento de la susceptibilidad a la
infeccidon viral en el asma, estos hallazgos podrian resultar contradictorios. Se
ha sugerido que pueden existir diferencias subyacentes en la funcion de SP-D
entre individuos asmaticos y no asmaticos. Se ha observado que la SP-A y la
SP-D purificadas, suprimen la proliferaciéon de linfocitos tras la estimulacion
producida por D. pteronyssinus en los ratones no sensibilizados (sin exposicidon
previa), mientras que en los sensibilizados se ha observado ese efecto

supresor reducido (Wang et al., 2001).

En pacientes con neumonia bacteriana los niveles de SP-D en el suero
son mayores que en los voluntarios sanos usados como controles (Ohnishi et
al., 2002). En neumonitis intersticial usual se encuentran altas concentraciones
de SP-A comparadas con las que tienen otros tipos de neumopatias
intersticiales. Por esta razon, se ha propuesto a la SP-A como marcador clinico
para mejorar el diagnoéstico de la neumonitis intersticial (Ishii et al., 2003). En
un grupo de diez nifios diagnosticados de enfermedad intersticial pulmonar (un
conjunto heterogéneo y poco frecuente de enfermedades pulmonares difusas
en la infancia), se detectaron niveles mayores, tanto de SP-D como de SP-A,
comparado con los voluntarios sanos (Al-Salmi et al., 2005). Con anterioridad
ya habia sido publicado que, en pacientes con neumonia intersticial, los niveles
de SP-D tras la administracién de tratamiento con prednisolona, eran menores
que en pacientes sin esta enfermedad (Arai et al., 2001). En otro estudio, se
detectaron mayores niveles de SP-D sérica en 16 pacientes con neumonia y
SDRA, que en los 16 controles testados (Wu et al., 2009). En 61 pacientes
hospitalizados con neumonia adquirida en la comunidad (NAC), la
concentracion de SP-D se triplicaba tras cinco dias de ingreso v,
posteriormente, se restablecia a los niveles normales lentamente (Leth-Larsen
et al.,, 2003). En pacientes receptores de érganos se ha observado que los
niveles de SP-D se elevan en los episodios de neumonia bacteriana pero no

cuando no existen hallazgos respiratorios patolégicos (Bejvl et al., 2013).
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En esta Tesis Doctoral se plantea que las variantes genéticas de las
proteinas surfactantes A 'y D (SP-A y SP-D) pueden utilizarse como
marcadores para identificar a los subgrupos de individuos con mayor
predisposicion a desarrollar una enfermedad pulmonar grave. Estas
proteinas, ademas de intervenir en el mantenimiento de las funciones
pulmonares normales, son componentes del sistema inmunitario innato e
intervienen en la primera linea de defensa del pulmén. Los tres genes
que codifican la SP-A y la SP-D poseen una variabilidad natural que
resulta Gtil para facilitar la identificacion de subgrupos de pacientes e
individuos. Para testar la hipotesis de que las variaciones en esos genes
estan involucradas en la adquisicién y evolucidén de varias enfermedades
pulmonares, se incluye el estudio de 15 SNPs en tres cohortes de
pacientes con enfermedades respiratorias de alto impacto pero con
distinta etiologia o mecanismo patogénico, y en individuos de la
poblacion general. En un primer estudio de asociacibn genética se
incluyeron aproximadamente un millar de pacientes hospitalizados con
diagnéstico de neumonia adquirida en la comunidad; en el segundo
estudio, se analizaron cerca de un centenar de pacientes con
diagnoéstico de gripe pandémica (H1N1) 2009 y, en un tercer estudio, se
ha incluido otro millar de pacientes alérgicos a los acaros del polvo

doméstico con y sin asma.
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HIPOTESIS

Teniendo presente que algunas variantes genéticas, en los genes que
codifican las proteinas surfactantes pulmonares A y D, pueden afectar a la
expresion, a la estructura o a la funcion inmunomoduladora de dichas

proteinas, se sugiere que:

Los polimorfismos genéticos de wun sélo nucleétido, y/o las
combinaciones de estos en haplotipos estan involucrados en la adquisicion

y/o en la evolucion de la neumonia adquirida en la comunidad.

Variantes genéticas simples de SFTPA1, SFTPA2 y SFTPD yl/o su
combinaciéon en haplotipos modulan la predisposicién y/o pronéstico de la
gripe pandémica (H1N1) 2009.

Variantes genéticas simples y/o combinadas de SFTPA1, SFTPA2 y
SFTPD modulan la predisposicion a desarrollar un asma mas grave en

individuos con alergia a los acaros del polvo doméstico.
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OBJETIVOS

En consonancia con las hipdtesis expuestas, a través del estudio de la

frecuencia de los diferentes alelos y genotipos, asi como de los haplotipos de
SFTPA1, SFTPA2y SFTPD se pretende:

Identificar qué variantes se asocian con la susceptibilidad y con la

gravedad de la neumonia adquirida en la comunidad.

Identificar qué variantes se asocian con la gravedad de la gripe
pandémica (H1N1) 2009

Identificar qué variantes se asocian con la gravedad del asma, en

individuos con alergia a acaros del polvo doméstico.
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METODOS

La investigacion llevada a cabo durante la realizacién de esta Tesis
Doctoral pertenece al area de la Biomedicina. El disefio de los estudios es tipo
caso-control con la mayoria de los datos obtenidos prospectivamente y, en
todos los casos, fue evaluado y aprobado por el Comité Etico de Investigacién
Clinica (CEIC) del Hospital Universitario de Gran Canaria Doctor Negrin
(HUGCDN). Los integrantes de nuestro grupo de investigacidon que estan en
contacto con los pacientes se han encargado de registrar los datos clinicos y
evaluar los parametros de gravedad en los distintos servicios de los hospitales
que participaron en los diferentes proyectos. La ficha de recogida de datos
disefiada para cada estudio se ha incluido en el Anexo de esta Tesis Doctoral.

Todos los individuos incluidos, en cada uno de los tres estudios que se
detallan mas adelante, fueron informados adecuadamente y, de manera
consciente firmaron el consentimiento antes de iniciar el procesamiento de la
muestra bioldgica obtenida. Una vez procesadas y analizadas genéticamente
las muestras, a través del estudio de su LD genético se propone establecer las
frecuencias y el modo de herencia de las variantes seleccionadas de los genes
SFTPA1, SFTPA2 y SFTPD en la poblacién general. Por otro lado, a través de
analisis estadisticos se ha evaluado la influencia de estas variantes como
factores de riesgo o de proteccibn en tres grupos de pacientes con
enfermedades respiratorias de alto impacto y distinta etiologia y mecanismo
patogénico. Las caracteristicas de cada grupo se detallan en el apartado
denominado Pacientes en cada uno de los estudios de asociacion genética

realizados.

En el primer estudio se han analizado pacientes hospitalizados con
diagndéstico de NAC entre los afios 2002 y 2012 en cinco hospitales esparioles.
En el segundo estudio se han incluido pacientes hospitalizados en cuatro
hospitales con diagnostico de gripe por AlV, subtipo H1N1 (2009), entre los
anos 2009 y 2011. En el tercer estudio se han analizado pacientes alérgicos a
los acaros del polvo doméstico en seguimiento en el Servicio de Alergologia del

HUGCDN, recogidos de manera consecutiva entre los afios 2010 y 2012.
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A todos los individuos incluidos en cada uno de los tres grupos ya
descritos, se les extrajo dos viales de sangre: un tubo con acido
etildiaminotetraacético = (EDTA, ethylenediaminetetraacetic  acid) para
posteriormente extraer el ADN y un tubo con heparina para obtener el suero.
Tanto las muestras biolégicas como los consentimientos informados de los
pacientes se recibieron en el Servicio de Inmunologia del HUGCDN a través de
mensajeria (desde los Servicios participantes ubicados en hospitales fuera de
Gran Canaria), o directamente de los médicos colaboradores del HUGCDN. En
cada uno de los estudios se ha comparado la frecuencia de las variantes
genéticas en los pacientes que cursaban con una sintomatologia mas grave
con los que padecieron una forma mas leve de la enfermedad. En términos
generales, planteamos revelar la posible relacién de la variabilidad genética de
la SP-A y la SP-D con la predisposicion a un estado de mayor gravedad de la

afectacion pulmonar en las tres enfermedades estudiadas.

2.1 Seleccion de las poblaciones incluidas en los estudios

2.1.1 Diagnéstico y recoleccion de datos de pacientes

La valoracion, caracterizacion fenotipica y seleccion de pacientes ha
sido realizada en los Servicios de Neumologia, Medicina Interna, Microbiologia,
UCI y Alergologia de los hospitales colaboradores en cada uno de los estudios.
Asi mismo, estos servicios se encargaron de la evaluacion y clasificacion de los
pacientes a través de una ficha clinica de recogida de datos elaborada
especificamente para cada uno de los tres grupos de estudios. Ademas de la
obtencion de datos necesarios para la evaluacion de las asociaciones que se
ha querido estudiar en este trabajo, también se ha recogido informacion
importante relativa a las caracteristicas demograficas de las poblaciones
estudiadas, y la frecuencia de factores de riesgo. Para evitar errores, soélo se
han incluido individuos espafoles (Liu et al., 2003). Con posterioridad, en el

apartado correspondiente a cada uno de los tres estudios realizados en esta
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Tesis Doctoral, se detallaran los criterios de inclusién y de exclusion empleados

en la clasificacion de los pacientes.

2.1.2 Reclutamiento de poblaciéon general

La poblacién general que se ha incluido en esta Tesis Doctoral representa
la poblaciéon de referencia en los estudios de susceptibilidad que hemos
realizado. Se trata de una poblacion exclusivamente de individuos espafioles
(de al menos tres generaciones) mayores de edad que fueron informados sobre
los estudios que se pretendian llevar a cabo y que firmaron el debido
consentimiento en el Servicio de Inmunologia del HUGCDN. Por lo tanto, al
conjunto de estos individuos lo hemos denominado poblaciéon general espafiola
(PGE). Principalmente se incluyé personal investigador y clinico, estudiantes
universitarios y donantes de sangre que, como es preceptivo, firmaron también

un consentimiento informado.

2.2 Determinaciones experimentales

2.2.1 Determinaciones genéticas

2.2.1.1 Extraccion del ADN

La extraccion del ADN de las muestras de sangre fue realizada mediante
dos métodos: extraccion manual por fenol-cloroformo y mediante kits en
extractores automaticos. La extraccion por fenol-cloroformo fue realizada para
obtener el ADN en las muestras de sangre de los pacientes incluidos antes del
2009. El procedimiento llevado a cabo fue descrito en detalle en la Tesis
Doctoral presentada por Maria Isabel Garcia-Laorden (ULPGC, 2009). Con
posterioridad, se incluyé una extraccion automatizada del ADN que, con las
ventajas que supone, ha permitido aumentar la cantidad de muestras

procesadas y, al mismo tiempo, la optimizacion del aprovechamiento de las
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mismas. Este procedimiento se realizd mediante el sistema Prep™
Purification Instrument y se utilizaron los reactivos de iPrep™ PureLink® gDNA
Blood Kit (Invitrogen, Estados Unidos). De forma esquematica, en este
procedimiento se parte de un volumen de 400 ul de sangre obtenidos a partir
del tubo con EDTA, uno de los dos viales de extracciéon de material biol6gico
mencionados. Las muestras se introdujeron en el sistema automatizado,
siguiendo las instrucciones del fabricante, con una serie de reactivos
suministrados en el kit comercial. A continuacién se destacan los componentes
mas importantes: SDS o detergente, para romper las membranas fosfolipidicas
de las células, y enzimas, como la proteinasa K, para degradar las proteinas,
ademas de ARNsas para que degraden el ARN (acido ribonucleico). De este
modo, queda disponible el ADN, que se marca con bolas magnéticas para
después ser capturado y trasladado asi al pocillo que contiene 100 pl de
tampdn de elucion. Para cada muestra se comprobd la integridad del ADN
mediante el valor del ratio de absorbancias (260/280 nm) establecido para
asegurar que se trata de ADN, entre 1,7 y 2,2, y se cuantific6 mediante el
espectrofotometro  NanoDrop®ND-1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher
Scientific, Wilmington, Estados Unidos), siendo considerada la concentracion

de trabajo 6ptima la de 100 ng/pl.

2.2.1.2 Seleccion de polimorfismos

La informacion para realizar la seleccidén de las variantes genéticas se
obtuvo de bases publicas con acceso desde internet, principalmente NCBI,
Ensemble y Genecard, plataformas que integran a grandes bases de datos,
incluyendo la del proyecto del genoma humano (HapMap project). Todo esto
nos ha proporcionado una informacion valiosa a la hora de seleccionar los
SNPs que pueden formar haplotipos en la poblacion. Otros SNPs (no
incluidos en HapMap) que pueden ser relevantes los podemos encontrar en
bases de datos como: GeneBank, bibliografia en Pubmed, UCSC genome
browser y empresas comerciales (a través de kits disponibles). En Hapmap,

la poblacién de referencia escogida en nuestro estudio ha sido la CEU, que
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se corresponde con habitantes en Utah con ancestro del oeste y norte de

Europa que representan a la poblacion que denominan como caucasica. De

cada uno de los tres genes, de las SPs hidrofilicas, se estudian tres

polimorfismos no sinbnimos

localizados en cada una de las partes

principales de los monomeros de la proteina (ver ilustraciéon 12).

COLAGENO
(S X
N-TERMINAL CRD
s Polimorfismos no sinénimos
HAPLOTIPOS
aa9

SFTPAZ rs1059046 rs17886395 rs1965708

1A CIThr C/Pro C/GIn

1A° A/Asn G/Ala C/GIn

1A7 CIThr G/Ala AlLys

1A2 C/Thr G/Ala CI/GIn

1A3 AJAsn G/Ala AlLys
SFTPA1 aa19 aas0 aa219
rs1059047 rs1136450 rs4253527

6A C/Ala ClLeu C/Arg

6A2 T/Val G/val C/Arg

6A3 T/Val ClLeu ClArg

6A4 TIval CiLeu T/Trp
SFTPD aalt aal60 aa270
rs721917 rs2243639 rs3088308

D TIMet C/Ala Alser

D? CIThr TIThr AlSer

D3 T/Met T/Thr AlSer

D4 CIThr T/Thr TIThr

D CIThr C/Ala AlSer

DS TIMet TIThr TIThr

llustracion 12. Polimorfismos no sinénimos y sus
combinaciones en haplotipos.

Los loci polimérficos se identifican por su numero rs. En
nuestros estudios, los SNPs para el gen SFTPA71 son
rs1059047, rs1136450 y rs4253527; para SFTPA2 rs1965708,
rs17886395 y rs1059046 (éste ultimo codifica péptido sefial); y
para SFTPD los rs3088308, rs2243639, rs721917. El color de
cada columna indica el dominio en el que se encuentra cada
SNP. Los haplotipos de SFTPA2 y SFTPA1 de acuerdo con la
nomenclatura descrita (1A” y 6A") (DiAngelo et al., 1999) y los
de SFTPD con una nomenclatura que proponemos (D").

En la siguiente tabla se encuentra la informacién resumida, y disponible

hasta el momento, de los analisis funcionales de los SNPs susceptibles de

afectar a las proteinas de interés en nuestros estudios:
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Tabla 1. Informacién de SNPs funcionales de SFTPA2, SFTPA1y SFTPD.

codificacion de proteinas regulacion del splicing
Poly SNP LS  SNPs|ESE ESR RESCUE )
Phen ST offect SNP 3D |finder  Search LESX ESE Camltl
(rs1965708 B  tol  del B del |+ + + + GIn%Lys
rs17886395 B - B B B - + + - Ala®'Pro
rs1059046 [:] tol del B - + + - - Asn’Thr
rs1059047 B tol del B - + + - - Val'®Ala
rs1136450 B - - B B + + + Val®Leu
rs4253527 | D del B B - - - Arg?*Trp
rs3088308 B - - B - - - - - Thr*"°Ser
rs2243639 B D del B - + - - Thr'®Ala
rs721917 B tol del B - + + + Met"' Thr
G J

Resumen de la informacién respecto al tipo de cambio ocurrido en la proteina. Segun las bases de datos:
Polyphen, SIFT, SNPeffect, SNPs3D, un polimorfismo se puede determinar como B: benigno, tol: tolerable, del:
deletéreo. En cuanto a la regulacion del procesamiento o splicing de la proteina, “+” es que se conoce que existe

regulacion y “-“ es que no existe.

Como se ha mencionado, el LD es un fendbmeno util para seleccionar los
SNPs. Las frecuencias de las variantes y mapas de LD pueden ser diferentes
en los distintos grupos de poblacién que integran la informacién de las bases
de datos debido al fondo genético de cada una de ellas. La informacién
disponible de la herencia del conjunto de las variantes genéticas permite el
estudio de la distribucion de los haplotipos en la poblacion. En nuestro trabajo
seleccionamos los SNPs informativos del gen mediante el procesamiento de
los datos publicados en la release21 del proyecto HapMap -correspondientes a
datos de los SNPs de la fase Il, donde las distancias interSNPs se miden en
coordenadas hg17 (human genome 17, NCBI build 35)- mediante el software
Haploview 4.2 (Barrett et al., 2005).

Estos tagSNPs se escogen con los siguientes criterios: que el alelo
menos frecuente (MAF, minor alelle frequency) se encuentre en mas del 5% de
la poblacién y que los SNPs estén ligados con una probabilidad mayor al 80%
(MAF 2 0,05 y r2 2 0,8) en la region donde se encuentra el gen y en las diez
kilobases (Kb) flanqueantes. En la ilustraciéon 13 se muestra la distribucion de
los SNPs en esa zona del genoma segun los datos para la poblaciéon CEU del

proyecto HapMap.

Tesis Doctoral ULPGC ~ 39 ~ Estefania Herrera-Ramos



freto \

1650 SIGDN GIGEM GiGOdk GG G160k GIGOT. lSoH GLGOM GIMK BIGALN BIGGD: DIGM IS BLK G16MA SIEO DAk GIGWM BLOK BLFOL GI7OZN BIJOGK GATDGK BATOAK

Genotyped SNPs
E_’d L GR r H 3 H[I:_'FGII‘EI 'III_,‘ :
Entrez genes

003009

o S F . R G T ot |

] WL -anne LI gty

1 - g e ! —— — — | ——— " - 1
a o

z Ex & % & 8 g BB B & § : £ £ : 8 § &
B ERS-SI s B 8 2 2 g 2 B 8 @
g B3 8 ;& E ks 2k i 8 8 B : 3
b R R BRI RR R ROE Y R ey & RS

e N ey
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Identifying Host Genetic Risk Factors in the Context of Polr“o"P"""" in Surfactant Protein-D Are Associated
Public Health Surveillance for Invasive Pneumococcal ~ With Chronic Obstructive Pulmonary Disease

Disease Maribyn G. Foreman®!, Kiangyang Kong®, Dawn L Debeo’®, Sreckumar G. Pillai’, Craig P. Hersh'Y, Per Bakke®,
Amand Gulsvik®, David A Lomas™, Auguiio A Litonjua’”, Steven D. Shapire”, Ruth Tal-Singer’,

Sairam R Uingappa' ", Logan Dumitrescu’ ", Shanta M. Zimmaer ", Ruth Lynfield”, Janet M. McNichell®,  and Edwin K Siverman®*

“ancy E. Messonnier®, Cynthia G. Wihitney®, Dana C. Crawford™

llustracion 13. Polimorfismos seleccionados para el estudio del gen que codifica la SP-D (SFTPD).
Resumen grafico de los SNPs escogidos para el estudio de la variabilidad genética del gen SFTPD a través del
software Haploview 4.2. Se muestra especificamente el rs o nimero de identificaciéon, el cambio aminoacidico,
su posicion en el cromosoma 10 segin NC_000010.10, los alelos que cambian en cada uno de ellos y el
dominio de la proteina en la que se encuentran. En la parte inferior, por Ultimo, se destacan los articulos
publicados de donde se extrajo la informacion para los dos SNPs extra incluidos.

Dentro de cada uno de los genes candidatos incluidos, el numero de
SNPs comunes es finito, y dado a que los genotipos de dichos SNPs pueden
estar relacionados, resulta mas eficiente no incluirlos todos. Para ello, se utiliza
un algoritmo desarrollado para la seleccion de tagSNPs basado en el
estadistico r? de LD, porque r? esta directamente relacionado con el poder

estadistico para detectar asociaciones con variantes no incluidas en el ensayo.

El abordaje genético se completd con la eleccion de dos SNPs
relevantes en la bibliografia. En total, del gen SFTPD, estudiamos nueve SNPs:
ademas de los tres SNPs no sindnimos, también se incluyeron un SNP
sinbnimo (rs6413520), otro SNP en la zona del promotor (rs1885557,
relacionado con niveles séricos), tres tagSNPs intronicos (rs10887199,
rs7078012, rs723192) y un SNP (rs17886286) escogido por su reciente

asociacion con la enfermedad neumocdcica invasiva.
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2.2.1.3 Técnicas de tipaje molecular

2.2.1.3.1 SNPs de SFTPA1 y de SFTPA2

Las técnicas de reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) mas
utilizadas en la determinacion de los seis SNPs estudiados de los dos genes
que codifican la SP-A son: las PCRs con primers especificos de secuencia
(SSP-PCR) o con tetra-primers (ARMS-PCR), y las PCRs con otras PCRs
anidadas (nested-PCR) y/o con cortes con enzimas de restriccion (RFLP-PCR,
restriction fragment length polymorphism PCR), como se muestra en la tabla 2
y 3, respectivamente. Con estas técnicas de PCR convencional se tienen que
marcar las moléculas de ADN amplificadas con bromuro de etidio (agente que
se intercala entre las bases del ADN), cargar las muestras en geles de agarosa
o poliacrilamida y llevar a cabo una electroforesis del gel. Para visualizar los
resultados es necesaria la luz ultravioleta, ya que el bromuro de etidio s6lo se
ve en esas longitudes de onda. Para analizar los datos obtenidos, se compara
la longitud de fragmentos con un marcador de peso molecular incluido en el gel

como referente, tal y como se muestra en la ilustracion 14 y 15.

Tabla 2. Condiciones de PCR, reactivos y primers (l).

/ Temperatura Ciclos Reactivos ML Secuencia de primers uL Secuencia de primers b
rs1965708(Q223K)
95°......... 5 ADN 1,00 TgTgTACATTCTCACACACTg 0,2 CTgTgTACATCTCCACACACTT 0,3
95°......... 30 MgCl, 2,00 AAgAAAgCAAGTTCTCTgCCTg 0,2 AAgAAAgCAAQTTCTCTgCCTg 0,3
65°......... 30 x30 dNTPs 2,00
72°........ 1 tampén10x 2,50 ATgATgTTgACCTTTCCAggg 0,4 ATgATgTTgACCTTTCCAggg 0,5
72°......... 8 TaqPol 0,10  TTCTgTAACTTTTCATCAgTTgC 0,4 TTCTgTAACTTTTCATCAQTTgC 0,5
rs17886395(A91P)
95°......... 2 ADN 1,00 TggAgAgAAgggggAgC 0,065 TggAgAgAAgggggAgg 0,07
98°......... 10” MgCl; 0,16 CCTgATCACACCATCTgCCT 0,065 CCTgATCACACCATCTgCCT 0,07
61°......... 20" x30 dNTPs 1,60
72°......... 1407 tampon5x 4,00 TgCCCAgTggAgCACCCAA 0,06 TgCCCAgTggAgCACCCAA 0,06
72° i, 10 Taqg*iproof 0,075 gCATCTTgCTCTgTgCAgAT 0,06 gCATCTTgCTCTgTgCAgAT 0,06
ADN 1,00 gCTgCCATCAAgATgAggg 0,1 ggCTgCCATCAAQATgAgGt 0,1
MgCl, 2,20 gTgCCAgATgATgCTTggAATT 0,1 gTgCCAgATgATgCTTggAATT 0,1
x30 dNTPs 2,00
tampén10x 2,50 TgCCCAgTggAgCACCCAA 0,2 TgCCCAgTggAgCACCCAA 0,2
TaqPol 0,10 gCATCTTgCTCTgTgCAgAT 0,2 gCATCTTgCTCTgTgCAgAT 0,2
ADN 1,00 ACACACTgCTCTTTTCCCCg 0,25 ACACACTgCTCTTTTCCCCA 0,3
MgCl, 2,00 ATAggAAAgCAAgTTCTCCACC 0,2 ATAggAAAgCAAgTTCTCCACC 0,25
x30 dNTPs 2,20
tampén10x 2,50 ATgATgTTgACCTTTCCAggg 0,5 ATgATgTTgACCTTTCCAggg 0,5
TaqPol 0,15 TTCTgTAACTTTTCATCAgQTTgC 0,5 TTCTgTAACTTTTCATCAgTTgC (y

Detalle de las temperaturas y numero de ciclos protocolizados para las determinaciones alélicas de tres SNPs
localizados en el gen SFTPA2 (rs1965708, rs1059046 y rs17886395) y de uno en SFTPA1 (rs4253527).
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PCR - SSPrs1965708-C (Q223)

PCR - SSPrs17886395-G (A91)

787 pb —
G 400pb —

PCR - SSPrs1059046-A (N9)

784pb —

A 235pb —

PCR - SSPrs4253527-C (R219)

787 pb
C 400 pb

784 pb

C 235pb

T577pb —
249pb __

~

PCR - SSP rs1965708-A (K223)

T e e T Ee B B D= = =

PCR - SSPrs17886395-C (P91)

PCR - SSPrs1965708-C (T9)

PCR - SSPrs4253527-T (W219)

/

llustracion 14. Vision ultravioleta tras realizar la electroforesis en gel de agarosa al 2% (l).
Fotografia con luz ultravioleta donde se muestra el resultado de la electroforesis en gel de agarosa tras realizar la
técnica de PCR para determinaciones de los SNPs de SFTPA2 (rs1965708, rs1059046 y rs17886395) y de SFTPA1

(rs4253527).

Tabla 3. Condiciones de PCR, reactivos y primers (ll).

Temperatura Ciclos Reactivos uL Secuencia de primers uL Enzima pL
rs1059047(V19A) 1°PCR
98° ADN 1,00 ACTCCATgACTgACCACCTT 0,09 BbVvI 0,15
98°.. MgCl, 0,15 H,o 4,85
61°.. dNTPs 1,60 tampon 1,00
72°... tampon10x 4,00 TgCCACAgAgACCTCAgAgT 0,09
72° Tag*iproof 0,09
rs1136450(L50V) 2°PCR
95°% ... 2 ADN
95°% ... 30” amplificado 1,00 ACCTCATCTTgATgTCAgCCTC- 1,5 Ddel 0,15
50°......... 1 x5 MgCl, 1,80 TggTgCAg H,o 4,85
70°........1T dNTPs 2,40 tampon 1,00
95°.. .30 27 Tampon10x 3,00 AgggCCAgggTCTCCTCTgA 1,5
55°% .. 1 TagPol 0,15
70°......... 1 ]
72°........ 5 j

Detalle de las temperaturas y numero de ciclos protocolizados para las determinaciones alélicas de dos SNPs
localizados en el gen SFTPA1 (rs1059047 y rs1136450).
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llustracion 15. Vision ultravioleta tras realizar la electroforesis en gel de agarosa al 2% (Il).

Fotografia con luz ultravioleta donde se muestra, en la parte superior, el resultado de la electroforesis en gel de
agarosa tras realizar la primera PCR y, en la parte inferior, el resultado tras el corte con la enzima de restriccion
correspondiente: Bbvl/ para la determinacion alélica del SNP con rs105904, y Ddel para la del SNP con rs1136450.

2.2.1.3.2 SNPs de SFTPD

La técnica utilizada en la determinacién de los nueve SNPs estudiados
del gen que codifica la SP-D es la que ha ido reemplazando en gran medida a
las otras en los ultimos afos, la PCR a tiempo real. Se basa en la misma
tecnologia de amplificacion de fragmentos especificos pero se emplean sondas
que contienen marcadores fluorescentes, lo que permite la deteccion de las
variantes en los SNPs mediante un ordenador que esta conectado al
termociclador ciclo a ciclo. La discriminacion alélica mediante sondas de
hidrolisis TagMan (Life Technologies, Carlsbad, Estados Unidos) se basa en
cadenas cortas de nucleédtidos marcadas con un fluorocromo para cada alelo.
Cuando se unen especificamente al ADN, se rompen liberando la fluorescencia
a una longitud de onda especifica (VIC a =550 nm y/o FAM a =520 nm). El
genotipado de las SPs se realizd usando sondas TaqMan predisenadas e

incluidas en un ensayo para el genotipado especifico de SNPs.

De cada una de las muestras, se colocé 1 uyl de ADN, a una
concentracion aproximada de 100 ng/ul, en cada uno de los 96 pocillos que
poseen las placas Opticas compatibles con el sistema de genotipado. A su vez,
se anadieron 12,5 yl de Master Mix, 11,25 pl de agua libre de enzimas y 1,25 pl
del ensayo predisefiado (TagMan®Predesigned SNP genotyping assay) a una

concentracion 20X. Dicho ensayo contenia las sondas y los primers especificos
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para cada SNP, asi como la enzima Taq polimerasa necesaria para la
amplificacion. Los codigos de identificacion de cada ensayo se muestran en la
tabla 4. La informacion de qué fluorocromo marca cada sonda especifica de
alelo, secuencia contexto, también en web

y su esta disponible

http://www.lifetechnologies.com.

Tabla 4. Datos de identificacion de SNPs y de sus ensayos de genotipado.

[SNP NP_003010.4 NC_000010.10 NM_003019.4 Cédigo de ensayo )
rs3088308 p.Ser270Thr g.81697868A>T c.868T>A C__26726209_10
rs2243639 p.Thr160Ala 9.81701722T>C c.538A>G C__26726205_10
rs10887199 Intrén g.81702834T>C ¢.200-199A>G C__31530298_10
rs17886286 Intrén g.81703852C>G c.200-1217G>C  C__63652102_10
rs7078012 Intrén g.81705433C>T €.199+784G>A C__29213175_10
rs6413520 p.Ser25= 9.81706281A>G c.135T>C C__1362981_20
rs721917 p.Met11Thr 9.81706324A>G €.92T>C C___1362980_10
rs723192 Intrén g.81708013C>T c.-4+809G>A C__ 630297_10

krs1 885551 Promotor 9.81712353A>G - C__12124527_20 Y,

En la primera columna se encuentra el codigo identificador (rs) de cada SNP. En la segunda, el tipo de SNP del
que se trata. En la tercera, la posicion genémica, en la cuarta, la posicion relativa al ARNm y en la ultima el
codigo identificador del ensayo predisefiado (TagMan®Predesigned SNP genotyping assay).

Todas las PCRs se llevaron a cabo con un volumen final de 25 pl por
pocillo y, para el proceso de amplificacidon del material genético, se empled el
equipo ViIA™7 Real-Time PCR System de Life technologies siguiendo los
protocolos estandarizados: un paso inicial de 10 minutos a 95°C, seguido por
40 ciclos, cada uno de 15 segundos a 92°C y un minuto a 60°C. Ciclo a ciclo en
el ordenador se obtuvieron las curvas de fluorescencia que también se podian
leer a punto final, a través del analisis y la lectura de las mismas con el
programa ViiA™7 Software Instrument Console. De esta forma se obtienen las
graficas de discriminacion alélica mostradas en las imagenes que se presentan

a continuacion, referenciadas como ilustracioén 16 y 17.
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llustracion 16. PCR a tiempo real en SNPs que no producen cambio de aminoacido en el gen SFTPD.
Lectura de discriminacion alélica a punto final de la PCR a tiempo real. Se representa en el eje Y de cada de las
fluorescencias detectada de la sonda VIC, mientras que el eje X se corresponde con la sonda FAM.
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llustracion 17. PCR a tiempo real de SNPs que producen cambio de aminoacido en el gen SFTPD.

En las graficas de discriminacion alélica se presentan en forma de puntos la lectura de la fluorescencia en el punto final
de la reaccion de amplificacion. El eje Y de cada una de ellas se corresponde con la fluorescencia detectada de la
sonda VIC, mientras que el eje X se corresponde con la sonda FAM.

2.2.2 Determinaciones séricas

La determinacion de los niveles de SP-D en suero fue realizada solo

en individuos de la PGE y en los pacientes alérgicos a acaros. Se

obtuvieron de tres a siete mililitros de sangre de los individuos en un tubo

Vacutainer, en el cual fue recolectada. Se centrifugd a 3.000 revoluciones

por minuto durante 7-10 minutos y se recogié el contenido liquido

resultante en la parte superior del tubo, que se corresponde con el suero.

La muestra bioldégica de cada individuo fue fraccionada en criotubos

correctamente identificados para después ser conservados a -40°C hasta el

momento de Su uso.
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descongelaciéon producida gradualmente para evitar la alteracibn en la
deteccion de SP-D.

Las muestras, los controles de calidad y los estandares necesarios se
diluyeron (1:11, siguiendo las instrucciones del fabricante) y se dispensaron
con una pipeta en los pocillos que contenian el anticuerpo monoclonal anti-SP-
D adherido. Después de dos horas de incubaciéon se procedié a realizar
lavados retirando el suero de los pocillos. Se afiadié el anticuerpo primario
marcado con biotina (anticuerpo monoclonal capaz de reconocer la SP-D que
habia quedado unida al pocillo) incubandolo durante una hora. Tras varios
lavados, se afiadio un conjugado de streptavidina-HRP que se unia a la biotina
por alta afinidad. Esto genera una reaccion enzimatica que torna los pocillos de
color azul cuando se anade la solucion de sustrato que contiene tetra-metil-
bencidina. La reaccion hace que se cambie a color amarillo mas o menos

intenso segun la concentracion de SP-D detectada.

Las placas donde se realizaron los ensayos estaban disponibles
comercialmente, ya disefiadas y fabricadas con anticuerpos monoclonales anti-
SP-D adheridos, capaces de unir especificamente la SP-D humana (Human
SP-D ELISA kit, de Biovendor, Alemania).

La técnica para la realizacion de este ensayo se llevo a cabo de manera
semiautomatica: todo el pipeteo fue manual pero los periodos de incubacion,
lavado, agitacién, asi como el analisis de las cuantificaciones, se realizaron con
el sistema automatizado analizador TRITURUS 4.01 (Diagnostic Grifols S.A.,

Espana).

Las absorbancias medidas fueron proporcionales a la cantidad de
proteina SP-D (se comparan intensidades tras la lectura a 450 nm tomando
como referencia 620 nm en el espectrofotbmetro) y se logré la curva de

calibraciéon mostrada en la ilustracion 18.

La curva de calibracién se construyd con los puntos de absorbancia de
los estandares (con concentraciones de SP-D conocidas), que se muestran en

la tabla 5, y la concentraciéon de las muestras desconocidas se determino
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utilizando la interpolacion de datos desde la curva de calibraciéon estandar para

cada ensayo.

4 N

D.O.
.——"__'d_-
c1
-‘]
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0.5 (col
025 1 coZ
c5
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0 50 100 ng/ml

K 2= (9999 /

llustracion 18. Curva de calibracion para la extrapolacion de los datos a la concentracion de SP-D.

El gréfico de la curva de calibracién para la extrapolacion de los datos a la concentracién de SP-D sérica fue
obtenido por el método de calculo de regresion logistica de cuatro parametros (4PL) con los datos mostrados
en la tabla 5.

Tabla 5. Datos de los calibradores, los controles positivos y el negativo (blanco).

4 )

Calibradores D.O. Media CV(%) ng/ml
Controles D.O. Media CV(%) ng/ml
CI (Cali00) 1268 1271 03 100
1273 COI (CALTO) 0563 0553 24 263*
2 (Cal 50) 0.896  0.891 09 50 - 0344
0.885 CO2 (CBAJO) 0275 0.269 34 12.1%
C3 (Cal 25) 0.528 0.525 09 25 0.262
0.521
C4 (Cal 12.5) 0259 0.264 27 125
0.269
C5 (Cal 6.25) 0.145  0.147 19 625 Blanco D.O. Media CV(%) ng/ml
0.149
C6 (Cal 3.13) 0.066 0.068 52 312 Blance 0.016 0.016 43 0
0.071 0.017
C7 (Cal 1.56) 0.029  0.029 24 156

\_ 003 - J

Datos para la representacién de la curva de calibracion por el método de calculo de regresién logistica de
cuatro parametros (4PL).
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2.3 Herramientas para el analisis de datos

Se realizd un estudio descriptivo de los datos obtenidos para,
posteriormente, efectuar un analisis estadistico univariante y multivariante. La
estadistica univariante se realizd con el objeto de detectar, mediante tests
parameétricos y no paramétricos, la distribucion de las variables. El analisis
estadistico se llevd a cabo tomando intervalos de confianza al 95% y un nivel
de significacion del 5%. Para evitar hallazgos no fiables se aplicé la correccion
de Bonferroni para mutiples comparaciones. Los analisis se realizaron con
paquetes estadisticos, softwares especificos y lenguaje R, como se resume en

la ilustracion 19.

-

AN IBM* COMPANY

SPSS - software RKWard \

Statistical Package for the paquete estadistico con acceso
Social Sciences a trabajo por linea de comandos

w2 - TR

Haploview PLINK gPLINK
Software para analizar y Conjunto de Software basado en
visualizar patrones de herramientas para el java para analizar
desequilibrio de ligamiento en analisis de asociacion

los datos genéticos genomica

OPEN SOURCE SOFTWARE FOR BIOINFORMATICS

EusTsig1as0.e1ic0  — = IECEE - Stk el witema = :-‘ e = &
- B ““““
o Interfaz de linea de comandos Wlnlerfaz grafica para Plink
SNP.plotter Rstudic@
Bioconductor T S —

Herramienta para la
eleccién de paquetes
especificos

paquete para realizar plots
&0 1nk Bhoclnsiiiie ool Interfaz de R con acceso a paquetes
SNPs/haplotipos

llustracion 19. Herramientas utilizadas para el analisis y representacion de los datos.

En la parte superior se encuentran enunciados los paquetes estadisticos utilizados (SPSS 20.0 y RKward), en la
parte intermedia los softwares especificos de genética (Haploview 4.2 y Plink 1.07) y, en la parte inferior, el método
llevado a cabo para la representacién de las significaciones de las comparaciones alélicas mediante la ejecucién de
un paquete localizado en Bioconductor, llamado SNPplotter, en Rstudio).
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Los analisis estadisticos se ejecutaron mediante el software SPSS (IBM
Corp. Released 2011. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 20.0, Estados
Unidos) y el RKwards 0.6.3 (https://rkward.kde.org). La asociacién de cada uno
de los polimorfismos con la variable fenotipica se resumi6 en los valores de p
del test de la x? y en los supuestos de significaciéon, en odd-ratios, las cuales se

estimaron mediante intervalos de confianza al 95%.

Un contraste de hipétesis se considerd significativo cuando el
correspondiente valor de p fue inferior a 0,05 aunque finalmente se consider6
que superaba la correccidon para multiples comparaciones de Bonferroni
cuando el valor de p fue inferior a 0,0033. Dicho valor se corresponde con el
analisis de los 15 polimorfismo incluidos en los estudios incluidos en esta Tesis
Doctoral. No obstante, si tenemos en cuenta el DL presente entre tres de los
SNPs incluidos se podrian considerar que realizamos 12 comparaciones, por lo
que el valor de p que se puede considerar que supera el test de Bonferroni es
0,0041.

Se realizé la comparaciéon de las frecuencias alélicas, genotipicas y
haplotipicas por regresiéon logistica multivariante asumiendo modelos de
herencia dominantes y recesivos ajustados por covariables en grupos de
pacientes y la PGE, y subgrupos de pacientes segun la gravedad de
diagndéstico. Con las variantes no cualitativas se analizd la influencia de los
SNPs bajo el modelo de regresion lineal ajustado por covariables en cada caso.
El analisis de correlacion entre variables cuantitativas se realiz6 mediante el

Test de correlacion de Pearson y de Spearman.

Para la seleccion de tagSNPs, la estimacién y el calculo del desequilibrio
de ligamiento (D'y r?) hemos utilizado el Haploview 4.2 (en la PGE incluida en
nuestra publicacion del trabajo realizado en pacientes con NAC (Garcia-
Laorden et al., 2011) habia sido calculado mediante Arlequin 3.11, por lo que

se recalcul6 para esta Tesis Doctoral).

Las frecuencias alélicas y genotipicas observadas se determinaron por
recuento directo en cada grupo de estudio. El equilibrio Hardy-Weinberg (HWE,
Hardy-Weinberg equilibrium) se testé utilizando el test de Chi?, con correccién

de Yates, para comparar las frecuencias genotipicas observadas y las
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esperadas, y en esta Tesis se muestran los resultados del calculo del mismo

obtenidos con PLINK 1.07 (http://pngu.mgh.harvard.edu/purcell/plink) (Purcell

et al., 2007). La inferencia de haplotipos se realizé mediante el ultimo software
mencionado, disefiado exclusivamente para estudios de asociacidn genética
capaz de integrar todo el analisis estadistico especifico necesario. Se trata de
un conjunto de herramientas de cédigo abierto (open source) para el analisis de

asociacion del genoma.

Los resultados tras el analisis de las comparaciones alélicas se
representaron mediante un grafico en el que el eje Y representa el logaritmo
negativo del valor de p (-log1o) y el eje X los SNPs analizados de cada uno de
los genes. Se utilizd una interfaz de lenguaje de programacion estadistica R,
denominada Rstudio (Racine, 2012), que cuenta con acceso a paquetes
especificos. Concretamente, el paquete cargado para ejecutar Ila
representacion grafica se denomina SNP.plotter (Luna y Nicodemus, 2007) y se

encuentra disponible en la web Bioconductor (http://www.bioconductor.org),

que posee una comunidad de usuarios que proporciona herramientas para el
analisis y la comprension de los datos gendmicos, su gran ventaja es que es de
cbdigo abierto y de libre desarrollo (Gentleman et al., 2004). Con la finalidad de
mostrar la localizacion genética de los SNPs se han fusionado dos
representaciones graficas. En la parte inferior de cada uno de los graficos
obtenidos tras ejecutar SNP.plotter se representa la distribucién espacial de los
SNPs en las regiones genéticas obtenidas mediante el software Locuszoom
(Pruim et al., 2010).
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ESTUDIOS DE ASOCIACION GENETICA

En este apartado se detallan, de forma clara y concisa, la variabilidad de
los genes que codifican las SPs (epidemiologia genética y LD) y tres estudios
en relacion al papel que desempefian esas variaciones en tres grupos de
pacientes con enfermedad pulmonar. Para su mejor comprension y lectura, en
cada uno de los tres estudios se ha incluido la descripcidn de los pacientes, las
hipotesis, los objetivos, la explicacion de los resultados obtenidos, la discusion

de los mismos y las conclusiones de cada uno de ellos.

2.4 Epidemiologia genética y desequilibrio de ligamiento

Los genes SFTPA1 y SFTPA2 se sittan muy préoximos entre si
(separados por sélo 50,5 Kb) y, en el mismo cromosoma, a 323,5 Kb, se
encuentra el gen SFTPD. Esta localizacion hace que sea adecuado el calculo

de LD existente entre ellos.

Las frecuencias de los SNPs y haplotipos correspondientes a los tres
genes en los individuos de la PGE utilizada de referencia son parecidas a las
previamente descritas para la poblacion europea (Liu et al., 2003). Los mapas
de ligamiento genético se utilizaron para representar la segregacion de los
SNPs. En la ilustracion 20 se representan los valores de D’ obtenidos para la
PGE cuando se consideraron los 15 SNPs de los tres genes. En la ilustraciéon
21 se muestran los valores del coeficiente de correlacién (r2) para medir el
grado de LD entre los SNPs. El tamafio de la muestra (N) de individuos
utilizado en el este analisis fue el maximo numero que obtuvo la determinacién
genética de los 15 SNPs incluidos en el analisis (N=687) debido a la
disponibilidad de las muestras de ADN y a las distintas necesidades en las

técnicas de genotipado.
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llustracion 20. Desequilibrio de ligamiento (D) de SFTPA2, SFTPA1 y SFTPD en PGE.
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llustracién 21. Desequilibrio de ligamiento (r?) en SFTPA2, SFTPA1 y SFTPD en PGE.
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En la tabla 6 se muestran las frecuencias alélicas de los 15 SNPs (tres de
SFTPA2, tres de SFTPA1 y seis de SFTPD) en la PGE y en las diversas

poblaciones distribuidas mundialmente.

Tabla 6. Distribucion de frecuencias alélicas en distintas poblaciones.

( SNP alelo  cambio PGE EA EUR AFR AMR ASN AA PGA )
rs1965708 A 223K 0,19 0,20 0,20 0,39 0,15 0,20 0,36 0,11
rs17886395 c 91P 0,10 0,14 0,14 0,20 0,24 0,27 0,16 0,11
rs1059046 c 9T 0,35 - 0,47 0,23 0,43 0,41 - 0,17
rs1059047 c 19A 0,06 - 0,15 0,04 0,19 0,07 - 0,07
rs1136450 c 50L 0,37 - 0,53 0,34 0,42 0,29 - 0,23
rs4253527 T 219W 0,10 0,08 0,24 0,09 0,07 0,10 0,10 0,02
rs3088308 T 270S 0,07 0,07 0,07 0,01 0,16 0,02 0,02 0,07
rs2243639 c 160A 0,38 0,39 0,40 0,02 0,35 0,22 0,08 0,26
rs10887199 c - 0,11 - - - - - - 0,09
rs17886286 G - 0,07 - - - - - - 0,07
rs7078012 T - 0,20 - - - - - - 0,07
rs6413520 G 258 0,07 0,07 0,09 0,05 0,00 0,02 0,06
rs721917 c 1T 0,40 0,42 0,41 0,41 0,41 0,62 0,40 0,43
rs723192 T - 0,11 - - - - - - 0,09

| rs1885551 G - 0,11 - - - - - - 0,09 |

En la primera columna se identifican los SNPs, en la segunda el alelo menos frecuente, en la tercera el aminoacido que
cadifica y, a partir de la cuarta columna, las frecuencias de estos alelos en las poblaciones denominadas como PGE
(poblacion general espafiola incluida en nuestro estudio), EA (poblacion euroamericana), EUR (poblacion europea), AFR
(Poblacion africana), AMR (Mezcla de poblaciones americanas), ASN (poblacion del este de Asia), AA (poblacién
afroamericana) y, por ultimo, PGA-EUR (panel de poblacion europea http:/pga.gs.washington.edu)

Los caracteres heredados en las distintas poblaciones mundiales se
encuentran en cada una de ellas con una frecuencia determinada. El estudio de
la frecuencia de las variantes en los genes de las SPs en la PGE nos permitira
poder compararlas con otras poblaciones incluidas en esta Tesis Doctoral.
Hemos realizado el analisis haplotipico mediante la herramienta PLNK teniendo

en cuenta haplotipos que se encuentren al menos en el 5% de los individuos.

En la tabla 7 se detallan las frecuencias genotipicas presentes en la
PGE y se muestra que todos los SNPs tienen una distribucién sin diferencias
significativas respecto a las esperadas para una poblacién bajo las condiciones
de equilibrio enunciadas por Hardy y Weinberg (HWE, Hardy-Weinberg
Equilibrium). Es decir, se ha comprobado que la poblacién utilizada como
referencia es panmictica y no estd seleccionada para ningun caracter

particular.

Tesis Doctoral ULPGC ~ 54 ~ Estefania Herrera-Ramos



Tabla 7. Frecuencias genotipicas en la poblacién general espaiola.

~

Variantes Genotipos Poblacion general espaiiola HWE

SFTPA2 N=769 Valor de p
rs1965708 (Q223K) CC/CA/AA 503 (65,4) / 244 (31,7)1 22 (2,9) 0,24
rs17886395 (A91P) GG/GC/CC 623 (81,0)/ 134 (17,4)/ 12 (1,6) 0,13
rs1059046 (T9N) AA/AC/CC 323 (42,0) / 349 (45,4) / 97 (12,6) 0,86

SFTPA1 N=769 Valor de p
rs1059047 (V19A) TT/TC/CC 680 (88,4) /88 (11,4)/ 1 (0,1) 0,29
rs1136450 (L50V) GG/GC/CC 318 (41,4) 1 334 (43,4) 1 117 (15,2) 0,06
rs4253527 (R219W) CC/CT/TT 620 (80,6) / 142 (18,5)/ 7 (0,9) 0,72

SFTPD N=963 Valor de p
rs3088308 (S270T) AA/AT/TT 829 (86,1)/ 129 (13,4)/ 5 (0,5) 1,00
rs2243639 (T160A) TT/TC/CC 373 (38,7)/ 449 (46,6) / 141 (14,6) 0,78
rs10887199 (Intr) TT/TC/CC 759 (78,8) / 189 (19,6) / 15 (1,6) 0,42
rs17886286 (Intr) CC/CG/GG 828 (86,0) / 126 (13,1) /9 (0,9) 0,10
rs7078012 (Intr) CC/CT/TT 629 (65,3) / 292 (30,3) / 42 (4,4) 0,30
rs6413520 (S25S) AA/AG /GG 824 (85,6) / 134 (13,9) /5 (0,5) 1,00
rs721917 (M11T) TT/TC/CC 356 (37,0) / 438 (45,5) / 169 (17,5) 0,09
rs723192 (Intr) CC/CT/TT 757 (78,6) / 195 (20,3) / 11 (1,1) 0,87
rs1885551 (Prom) AA/AG/ GG 766 (79,5) / 182 (18,9)/ 15 (1,6) 0,25

En la tabla 8 se muestran las frecuencias haplotipicas de los seis SNPs
analizados de los dos genes que codifican la SP-A (N=769) y de los nueve

SNPs seleccionados del gen que codifica la SP-D (N=963).

Tabla 8. Frecuencias haplotipicas en la poblaciéon general espariola.

SFTPA2-SFTPA1 frec.hap SFTPD frec.hap
ACCTCC 1A' 6A3 0,0076 ACTCCACCA  DS-TCCACA 0,0192
AGATCC 1A% A3 0,0109 ACTCCATCA D'-TCCACA 0,2770
AGATGC 1A% 6A? 0,0271 ACTCCGTCA D'-TCCGCA 0,0505
AGCTCC 1A' 6A3 0,1185 ACTCTGTCA D'-TCTGCA 0,0154
AGCTGC 1A" 6A? 0,0271 ATCCCACTG D?-CCCATG 0,0327
CCATGC 1A7 6A? 0,0108 ATTCCACCA D2TCCACA 0,2196
CCcCcccC 1A' 6A 0,0379 ATTCCATCA  D3-TCCACA 0,1092
CCCTCC 1A BA3 0,0099 ATTCTACCA  D2TCTACA 0,0473
CCCTCT 1A BA* 0,0325 ATTCTATCA D3-TCTACA 0,1179
CGATCC 1A° BA3 0,0521 TTCGCACTG D*CGCATG 0,0604
CGATGC 1A° 6A2? 0,4826
CGATGT 1A° BA™? 0,0118 ACT D' 0,3542
CGCcccC 1A26A 0,0117 ATC D? 0,3069
CGCTCC 1A% 6A3 0,0476 ATT D3 0,2421
CGCTCT 1A% 6A* 0,0467 ACC DS 0,0246
CGCTGC 1A% 6A2 0,0184 TTC D* 0,0706

L N=769 N=963 )
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2.5 Neumonia adquirida en la comunidad

Este primer trabajo propone el analisis de 15 SNPs de las SPs y su

posible asociacion con la neumonia adquirida en la comunidad (NAC).

La NAC es la causa de hospitalizacién por infeccibn mas comun en los
paises industrializados. Varios microorganismos pueden ser los agentes
causales de la NAC pero el principal es S. pneumoniae (Mandell et al., 2007).
La morbimortalidad de una neumonia viene determinada por el resultado de
una compleja interaccion entre elementos del microorganismo (virulencia, carga
bacteriana, serotipo, infecciones previas o acompafantes...), la intervencion
terapéutica (cobertura, posologia, dosificacion, precocidad, combinacion, via de
administracion...) y, muy especialmente, factores ligados al huésped (edad,
comorbilidades, inmunodepresion...). No obstante, en la practica clinica se
continla observando muertes por neumonia en sujetos sin factores de riesgo ni
enfermedades subyacentes, a pesar de recibir un tratamiento antimicrobiano
adecuado; también se constata que mas de la mitad de los fallecimientos por
neumonia neumococica bacteriémica se producen en pacientes de menos de
65 afios; y que la infeccidbn por una cepa idéntica de S. pneumoniae puede
causar shock séptico, SDRA y muerte en un determinado paciente, o una
infeccidon banal y autolimitada en otro. La fisiopatologia de las infecciones
respiratorias explica muchas de las manifestaciones clinicas especificas pero
no aclara suficientemente porqué solo algunos pacientes sufren este tipo de

evolucion, o ciertas complicaciones.

La dotaciéon genética de cada paciente puede justificar la reconocida
variabilidad interindividual en la susceptibilidad y en la evolucién de las
infecciones en general y de la neumonia en particular. En la actualidad,
numerosos datos sugieren que la susceptibilidad a las infecciones tiene un
elevado componente hereditario. Las primeras evidencias que apoyaron la
hipotesis de que la variabilidad clinica y la inmunodeficiencia eran hereditarias
proceden de observaciones de agregacion familiar o étnica de infecciones,

tanto raras como comunes, que seguian un patron de herencia mendeliano
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(Alcais et al., 2009). Estudios epidemiolégicos de nifios adoptados también
apoyan la tesis de la heredabilidad de la predisposicién a sufrir infecciones
(Sorensen et al., 1988). Sorensen et al publicaron un estudio sobre las causas
de muerte prematura en 1.000 familias con nifios adoptados a edad temprana y
comprobaron que, si los padres bioldgicos de estos nifios habian fallecido por
una infeccién antes de los 50 afios de edad, su hijo tenia un riesgo relativo de
morir por infeccion de 5,81 pero si habia fallecido por una neoplasia no
implicaba para el hijo un mayor riesgo de morir por este motivo; ademas, el
fallecimiento de los padres adoptivos por una infeccidbn no conferia un mayor
riesgo al hijo adoptado de fallecer por esta causa, mientras que si el padre
adoptivo moria por cancer el hijo tenia un riesgo 5,16 veces mayor de morir por
una neoplasia. Por tanto, la susceptibilidad y la respuesta a la infeccion
parecen tener una influencia genética sorprendentemente importante, mientras

que el desarrollo de cancer tiene una acentuada influencia ambiental.

Las variantes genéticas en los componentes del sistema inmune influyen
en la respuesta frente a las enfermedades infecciosas. Cada vez se describen
mas trastornos congénitos de la inmunidad innata, conocidos como
inmunodeficiencias primarias (IDP) convencionales, que se asocian a multiples
infecciones; también encontramos enfermedades infecciosas comunes, cuya
base genética implica, probablemente, la alteracion de muchos genes. En todo
caso, esta distincion entre predisposicion mendeliana en individuos con
infecciones raras (un gen, infecciones multiples), y predisposicion compleja o
poligénica en poblaciones con infecciones habituales (una infeccidén, multiples
genes), es cada vez menos nitida. Las principales IDP que predisponen a la
infeccibn neumocécica en humanos son aquellas que afectan a la
opsonofagocitosis (Bustamante et al., 2008,Alcais et al., 2009) y, por tanto, a la

capacidad de captura y eliminacion innata de los agentes extranos.

2.5.1 Pacientes

Los pacientes incluidos en nuestro estudio fueron diagnosticados de

NAC por los especialistas colaboradores en los Servicios de Neumologia o en
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la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI) de los cuatro Hospitales participantes
en el estudio: el HUGCDN (Las Palmas de Gran Canaria), el Hospital de La
Princesa (Madrid), el Hospital San Jorge (Huesca) y el Hospital Clinic y

Universitari de Valencia (Valencia).

El diagnéstico de NAC se establecid6 en presencia de sintomas de
infeccidbn de vias aéreas inferiores junto con la aparicion de un infiltrado
radiolégico nuevo y sin diagnosticos alternativos durante el seguimiento en los
pacientes. La etiologia de la NAC fue de presuncién si una muestra de esputo
valida presentaba una bacteria unica o predominante, y fue definitiva cuando se
obtuvo un hemocultivo positivo para un patéogeno potencial sin otro foco
infeccioso aparente; se consider6 el diagnoéstico de NAC cuando se recupero
un microorganismo de muestras obtenidas con puncidén transtoracica o en
liquido pleural; en presencia de una seroconversion con aumento de al menos
cuatro veces el titulo inicial de IgG para Chlamydophila pneumoniae,
Chlamydophila psittaci, Legionella pneumophila, Coxiella burnetii y para virus
respiratorios; cuando se obtuvo un titulo inicial de IgM >1:32 para C.
pneumoniae, 1:80 para C. burnetii, y cualquier titulo para Mycoplasma
pneumoniae; con un antigeno urinario positivo para L. pneumophila o para S.
pneumoniae; o con recuentos 2103 unidades formadoras de colonias (ufc)/ml
en muestras de catéter telescopado o biopsia pulmonar y de =10* ufc/mL en

lavado broncoalveolar.

El diagnostico de NAC grave se establecio cuando se cumplian al menos
tres de los siguientes criterios menores de la American Thoracic Society:
frecuencia respiratoria 230/minuto; insuficiencia respiratoria grave (PaO2/FiO2
<250 mmHg); afectacion bilateral en la radiografia de térax; afectacion
multilobular en la radiografia toracica; presion arterial sistélica < 90 mmHg;
presion arterial diastolica <60 mmHg; o alguno de los siguientes criterios
mayores: necesidad de ventilacibn mecanica; incremento del tamafio de los
infiltrados radioldgicos sin respuesta clinica; necesidad de drogas vasoactivas
durante mas de 4 horas; creatinina sérica >2 mg/dl o incremento de >2 mg/dI
en un paciente con enfermedad renal previa o fracaso renal agudo con
necesidad de dialisis. Ademas, los pacientes fueron clasificados en funcion de

su gravedad con diagndésticos de sepsis, sepsis grave, shock séptico, SDRA y
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fracaso multiorganico (FMO), segun los criterios definidos por la American
College of Chest Physicians/Society of Critical Care Medicine (Bone et al.,
1992,Dellinger et al., 2008). La insuficiencia respiratoria aguda (IRA) y el SDRA
se diagnosticaron de acuerdo a la American European Consensus Conference
Definition (Bernard et al., 1994). En cuanto a los pacientes que tuvieron que ser
ingresados en la UCI, la gravedad de la enfermedad se evalu6 mediante la
puntuacion definida por el Acute Physiology and Chronic Health Evaluation Il
score (APACHE 11), recogiendo la lectura en las primeras 24 horas de ingreso
en UCI. También se registraron las complicaciones que aparecieron en los
siguientes 30 dias de la presentacion de la NAC, incluyendo cualquier
empeoramiento de las enfermedades de base del paciente y/o la presencia de
shock (presion arterial sistolica <90 mm Hg no corregida por liquidos
intravenosos, 0 que requiriera medicacion vasopresora); coagulacion
intravascular diseminada; insuficiencia renal (creatinina sérica >1,5 mg/dl y/o
urea >40 mg/dl en pacientes con funcién renal previa normal); insuficiencia
respiratoria (PaO2FiO2 <300 mmHg o <200 mm Hg cuando si se trataba de
pacientes con EPOC); y metastasis sépticas (meningitis, empiema, artritis
séptica, endocarditis, pericarditis purulenta, otitis). También se registrd la
necesidad de traslado del paciente a la UCI o de ventilacibn mecanica y la
mortalidad a los 28 y a los 90 dias de la presentacidon de la neumonia.
Igualmente se recogi6 la duracion del tratamiento antibiético (oral e
intravenoso), su adecuacion de acuerdo a las recomendaciones de la Sociedad
Espanola de Neumologia y Cirugia Toracica (SEPAR) (Menendez et al., 2010)

y la duracién de la estancia hospitalaria.

Se excluyeron los pacientes con diagnostico de neumonia
intrahospitalaria, neumonia obstructiva por neoplasia, cuando la NAC fue
considerada un evento terminal de una enfermedad cronica o la etiologia fue M.
tuberculosis. Tampoco se incluyeron los pacientes portadores del VIH, los
trasplantados de médula ésea o de 6rgano solido, los que recibian tratamiento
con esteroides sistémicos a dosis superiores a 20 mg/dia (prednisona, o su
equivalente) durante dos semanas o mas y aquellos con una inmunodepresion

grave (IDP o con una neutropenia significativa, neutréfilos <1,0x109/L).
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Los pacientes incluidos en este estudio fueron reclutados durante el
periodo comprendido entre 2002 y 2012. Se registraron los datos de los
pacientes que cumplieron los criterios mencionados y que firmaron el

consentimiento informado correspondiente a este trabajo.

Los analisis genéticos de los SNPs se realizaron en 1.009 pacientes con
NAC para el estudio de asociacién genética con SFTPA2 y SFTPA1 y en 724
para el estudio de SFTPD. Para cada uno de los dos estudios la procedencia
de estos pacientes fue la siguiente: 290 (2,7%) y 192 (26,5%) procedentes de
HUGCDN; 210 (20,8%) y 150 (20,7%) del Hospital de La Princesa; 311 (30,8%)
y 231 (3,9%) del Hospital Clinic Universitari de Valencia, y 198 (19,6%) y 151
(20,9%) del Hospital San Jorge de Huesca. La edad media de los pacientes fue
de 62,65 £ 17,67 y de 61,59 £ 18.32 afos, siendo hombres el 66,2% y 65,9%, y
fumadores el 39,7% vy el 39,4%, respectivamente para cada uno de los dos
estudios. En la tabla 9 se muestran las caracteristicas principales de estos
pacientes y sus co-morbilidades asociadas. La mayoria de los pacientes
presentaba al menos una enfermedad de base; s6lo 363 (36%) y 258 (35,6%)

no presentaron ninguna co-morbilidad.

Tabla 9. Caracteristicas clinicas de los pacientes (I).

ﬁ)iagnéstico A (N=1.009) D (N=724) Co-morbidilidades* A (N=1.009) D (N=724)\
positivo N (%) N (%) N (%) N (%)
IRA 664 (65,8) 482 (66,6) EPOC 284 (28,1) 219 (30,2)
SDRA 52 (5,2) 44 (6,1) Asma 48 (4,8) 196 (27,1)
shock 167 (16,6) 122 (16,9) Neoplasia 104 (10,3) 40 (5,9)
FMO 152  (15,1) 117 (16,2) Cardiopatiaisquémica 114 (11,3) 80 (11)
Bacteriemia 103 (10,2) 84 (11,6) : Diabetes 216 (21,4) 83  (11,5)
Exitus 62 (6,1) 41 (5,7)  Insuficiencia renal 76 (7,5) 153 (211)
Insuficiencia hepatica 60 (5,9) 53 (7,3)
PNAC 257 (25,5) 213 (29,4) Patologia neurologica 121 (12) 42  (5,8)
UCl 284 (28,1) 216 (29,9) Patologia autoinmune 28 (2,8) 85 (11,7)
Q/M 190 (18.8) 150 (20,7)  Patologia psiquiatrica 35  (3,5) 25 (3,5)/

N=numero de individuos y (%) porcentaje de individuos para cada caracteristica. Se resume la informacién clinica
disponible de los pacientes, en dos grupos (A, para los estudios de SFTPA2-SFTPA1 en 1.009 pacientes y D para los
724 pacientes), mediante su recuento (N) y porcentaje (%). *De la relacion de patologias de base que se pueden tratar
como co-morbilidad para la enfermedad, algunos pacientes con NAC no presentaron ninguna y otros presentaron
varias. IRA: insuficiencia respiratoria aguda, SDRA: sindrome distress respiratorio agudo, FMO: fallo multiorganico,
PNAC: NAC neumocécica, UCI: unidad de cuidados intensivos VM: ventilacion mecanica, EPOC: enfermedad
pulmonar obstructiva cronica.
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2.5.2 Hipotesis

Las variantes en SFTPA1, SFTPA2 y SFTPD modulan la predisposicidén

que presentan los individuos a sufrir una NAC.

Las variantes en SFTPA1, SFTPA2 y SFTPD influyen en la gravedad de

los pacientes hospitalizados con NAC y/o en su evolucion.

2.5.3 Objetivos

Comparar la distribucion de las frecuencias de cada variante de los
genes SFTPA1, SFTPA2 y SFTPD (evaluadas a nivel de alelo, genotipo) en la
PGE y en el grupo de pacientes con NAC.

Comparar las frecuencias de alelos y genotipos de los genes SFTPAT,

SFTPA2y SFTPD entre subgrupos de pacientes con NAC segun su gravedad.

Inferir los haplotipos y comparar las frecuencias de las distintas
combinaciones con los 15 SNPs incluidos de los genes SFTPA1, SFTPA2 y
SFTPD entre pacientes con NAC y la PGE y en subgrupos de pacientes segun

su gravedad.

Con este planteamiento tratamos de encontrar respuesta a las siguientes

preguntas:

p
¢ Existe una distribucion de alelos y genotipos de los SNPs de SFTPAT,

SFTPA2y SFTPD diferente entre la PGE y el grupo de pacientes con NAC?
¢ Existen SNPs de SFTPA1, SFTPA2 y SFTPD significativamente asociados
con la NAC y/o con la predisposicion a una NAC mas grave?

¢ Existen combinaciones de dichos SNPs en haplotipos que se asocien?
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2.5.4 Resultados

Para responder a estas preguntas hemos realizado el analisis de
asociacidén genética empleando el tratamiento estadistico de los datos que ya
se sefiald en Métodos (pagina 52), y hemos obtenido los resultados que se

detallan a continuacion.

Al analizar las frecuencias alélicas que presentaron cada uno de los
SNPs, se detecté que la mayoria de los alelos poco frecuentes en los sujetos
de la PGE se encontraban presentes en mayor medida en los pacientes con

NAC, (ver en la siguiente llustracion):

{~  rs1965708 AC
[2223K) PGE

re 17886395 NAC
(A91P) pop

rs 1058046 pAC
(TEN)  paE
rs1059047  NAC
(Y19A) pGE
rs1136450 NAC
(L50V) pGE
54253527 NAC
(R219%W) PGE
rs3088308 NAC
(S200T) pee
rs2243633 NAC
(T1804) por
rs10867199 NAC
intr)  paGe
rs17886286 NAC
{Intr} pGE
rs7078012 NAC
{Intry  PGE
ra6413520 NAC
[S455) PGE
rs721917 NAC
(M31T) PGE
rs7231a2 NAC
{Intry PGE

rs1885551 MNAC
{Prom) PGE I

-|‘II|I
J

k 0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 1DD)

W Homocigoto menos frecuente (mf) Heterocigotos W Hocdigoto mas frecuente (Mf)

llustracion 22. Frecuencias genotipicas en pacientes y en sujetos de la PGE (l).
NAC: neumonia adquirida en la comunidad. PGE: poblacién general espafiola. Distribucién de las frecuencias de cada
uno de los 15 SNPs incluidos en el estudio.

No obstante, solamente dos de los SNPs de SFTPA2, el alelo
rs17886395-C (P=0,00016, OR 1,484, Cl 95% 1,207-1,823) y rs1059046-C
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(P=0,00041, OR 1,280, Cl 95% 1,116-1,468) y uno de SFTPAT1, rs1136450-C
(P=0,00094, OR 1,258, Cl 95% 1,098-1,441), presentaron una diferencia
significativa entre los 769 sujetos de la PGE y los 1.009 pacientes con NAC,
tras realizar correccidbn para multiples comparaciones y analizados con el
género, la edad y el habito tabaquico como co-variables. Al analizar las
frecuencias genotipicas, el modelo de herencia fue dominante para los alelos
detectados en el analisis de los SNPs de SFTPA2 (P=0,0013 y P=0,0022) y
recesivo para el SNP asociado de SFTPA1 (P=0,0041). Por otro lado, el
analisis alélico de los nueve SNPs seleccionados para el estudio del SFTPD se
realizd en 724 pacientes con NAC y en 963 sujetos de la PGE y no
encontrandose ninguna asociacién significativa tras el ajuste. Sélo las
asociaciones encontradas con el gen de SFTPA2 permanecieron significativas

tras la correccidon de Bonferroni en este analisis.

Los pacientes con NAC incluidos en el estudio de la evaluacién de la
relacion de los SNPs seleccionados con la predisposicion a una NAC mas
grave fueron los ya mencionado para cada grupo de SNPs. Para la
comparacion de acuerdo a su gravedad, los pacientes se agruparon segun
tuvieran o no un diagnéstico de IRA, de SDRA, o de FMO,; hubieran ingresado
o no en la UCI; y hubieran sobrevivido o no tras 90 dias desde el ingreso
hospitalario. La ilustracion 23 muestra los resultados de todas estas
comparaciones alélicas para los 1.009 pacientes incluidos en el estudio de los
SNPs de SFTPA2 y SFTPA1 y para los 724 de SFTPD. De los SNPs
analizados, tanto de SFTPA2 como de SFTPA1, ninguno presenté una
diferencia significativa cuando comparamos los diagndésticos clinicos
relacionados con una mayor gravedad de la NAC, ajustando por co-variables
como género, edad y habito tabaquico. De las variantes incluidas en el estudio
de los SNPs de SFTPD, el alelo menos frecuente del SNP, que se situa en el
promotor del gen SFTPD (rs1885551-G), se asocié con una mayor tasa de
ingreso en la UCI (P=0,0058, OR 3,424, Cl 95% 1,357-8,637). El alelo
rs2243639-C también se asocid6 marginalmente. No obstante, dicho alelo,
mediante un modelo de herencia recesivo (P=0,0042, OR 2,651, Cl 95% 1,732-

4,058) se asoci6, ademas, con un mayor riesgo en las comparaciones
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llustracion 23. Significacion estadistica de las comparaciones alélicas (l).

FMO: Fallo multiorganico. NAC-B: Neumonia bacteriémica. SDRA:Sindrome de distrés respiratorio agudo. IRA: insuficiencia respiratoria aguda. UCI: Unidad de Cuidados intensivos. Se ilustran las
significaciones estadisticas (representadas como el —logyo) de las diferencias de las frecuencias alélicas de los SNPs entre grupos de pacientes con NAC segun presentaran o no los diagnésticos
detallados en la leyenda. En la parte superior, seis SNPs de los genes que codifican para la SP-A y, en la parte inferior los nueve seleccionados del gen que codifica para la SP-D.




entre los pacientes con y sin FMO (P=0,0021, OR 2,144, Cl 95% 1,308- con y
3,512), sin SDRA (P=0,0021, OR 2,144, Cl 95% 1,308-3,512) y con y sin shock
(P=0,0025, OR 2,093, Cl 95% 1,284-3,404). Ademas, hemos observado que
mediante un modelo de herencia co-dominante las significaciones son mayores
en las comparaciones realizadas en los pacientes con FMO (P=0,0014), SDRA
(P=0,0014) y en los que ingresaron en la UCI (P=0,0007).

Las combinaciones de los seis SNPs no sinénimos de SFTPA2 y de
SFTPA1 en haplotipos fueron denominados segun la nomenclatura ya descrita
(1TA"6A") y se analizaron en 1.009 pacientes con NAC, mientras que el analisis
del total de los SNPs seleccionados para SFTPD (nueve SNPs en los que se
incluyen los tres no sindbnimos) se realiz6 en 724 pacientes y se denomind
segun la nomenclatura ahora propuesta para los no sinénimos (D"), seguido de

los otros SNPs segun su posicion en el cromosoma.

Tabla 10. Asociaciones haplotipicas de SFTPA2-SFTPA1 (l).

/Comparacién Haplotipo Valor de p Factor N
NAC / PGE 1A%A? [0,45640 / 0,52610] (P=0,00004)* PROTECTOR

NAC / PGE 1A76A2[0,01503 / 0,00507] (P=0,00434) RIESGO

SHOCK /No 1A7°6A2 [0,009608 / 0,00134] (P=0,00807) RIESGO

MUERTE / No 1A7°6A2[0,02075 / 0,00159] (P=0,00010)* RIESGO
\MUERTE/No 1A%6A* [0,10110/ 0,04573] (P=0,00707) RIESGO )

NAC: neumonia adquirida en la comunidad. PGE: poblacién general espafiola. El asterisco indica el valor de p que
supera las correcciones realizadas para multiples comparaciones.

En el analisis de las frecuencias haplotipicas para SFTPA2-SFTPA1 (ver
la tabla 10), se detectd6 que el haplotipo 7A%A2, mayoritario en todas las
poblaciones mundiales, era significativamente mas frecuente en los sujetos de
la PGE que en el grupo de pacientes con NAC (entre corchetes se presentan
las frecuencias de los sujetos caso/control y entre paréntesis el valor de p para
cada comparacion): 1A%6A2[0,4564 / 0,5261] (P=0,0000399).

Se encontraron otros haplotipos asociados: 1A76A2[0,01585 / 0,003654]
(P=0,007348); 1A%A2[0,0005366 / 0,004765] (P=0,01041); 1A796A4[0,006256 /
0,000518] (P=0,01496); 1A’6A3 [0,1294 / 0,1066] (P=0,03817); 71A706A3
[0,01023 / 0,004327] (P=0,04627). No obstante, s6lo 71A%A2 se mantuvo

significativo tras la correccion para multiples comparaciones y tras ajustar para
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edad, sexo, co-morbilidad y hospital de procedencia. Es importante mencionar
que el haplotipo 1A76A2 era significativamente mas frecuente en los sujetos de
la PGE que en el grupo de pacientes con NAC neumocdécica (PNAC) aunque

no supero la correccion para multiples comparaciones (P=0,00735).

En nuestro estudio evaluamos el papel de las variantes genéticas en la
gravedad de la NAC y nos encontramos con un haplotipo, poco frecuente en
las poblaciones generales, que se encuentra significativamente asociado a la
mortalidad de los 1.009 pacientes con NAC analizados: 1A796A2 [0,02075 /
0,00159] (P=0,00011). Este haplotipo también se asoci6 a shock séptico
[0,00961 / 0,00134] (P=0,00807) y SDRA, 1A796A2 [0,01762 / 0,00208]
(P=0,00841). Ademas, el haplotipo 7A26A2 se asoci6 al desarrollo de IRA
[0,02561 / 0,00872] (P=0,01018), mientras que otros haplotipos se asociaron al
desarrollo de FMO: 1A7906A4[0,00906 / 0,00163] (P=0,02312) y 1A76A2[0,05497
/ 0,02428] (P=0,04322), aunque estas ultimas comparaciones no superaron las

correcciones estadisticas realizadas.

Tabla 11. Asociaciones haplotipicas de SFTPD (I).

[Comparacién Haplotipo Valor de p Factor h
NAC / PGE D?-CCCACA [0,00680 / 0,00108] (P=0,00603) RIESGO

NAC / PGE D’-CCTACA [0,00583 / 0,00088] (P=0,00992) RIESGO

NAC / PGE DP-CGCACA [0,00356 / 0,01307] (P=0,00424) PROTECTOR

NAC / PGE D*TGCATG [0,00819/0,00105] (P=0,00147)* RIESGO

SHOCK / No D'-TCCACG [0,01254 / 0,00017] (P=0,00023)* RIESGO

UCI / No D'-TCCACG [0,00715/0,00021] (P=0,01145) RIESGO

SHOCK / No D'-TGTACA [0,00836 /0] (P=0,00159)* RIESGO

MUERTE / No D'-TGTACA [0,01220/0,00074] (P=0,00702) RIESGO

UCI / No D'-TGTACA [0,00477 /0] (P=0,02802) RIESGO

UCI/ No D*TGCATG [0,01806 / 0,00396] (P=0,00672) RIESGO

FMO / No D*TGCATG [0,02239/0,00547] (P=0,00962) RIESGO
\SDRA/No D*TGCATG [0,02239/0,00547] (P=0,00962) RIESGO )

NAC: neumonia adquirida en la comunidad. PGE: poblaciéon general espafiola. UCI: Unidad de Cuidados Intensivos.
FMO: fallo multioranico. SDRA: sindrome de distrés respiratorio agudo. El asterisco indica el valor de p que supera
las correcciones realizadas para multiples comparaciones.

En el analisis de las frecuencias haplotipicas de los nueve SNPs de
SFTPD (tabla 11), encontramos un haplotipo asociado como factor de
proteccioén frente a la NAC, DS-CGCACA [0,00356 / 0,00105] (P=0,0004) y tres
haplotipos significativamente mas frecuentes en los pacientes con NAC que en
el grupo de sujetos de la PGE: el haplotipo D?>-CCCACA [0,00680 / 0,00108]
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(P=0,00603), el D3-CCTACA [0,00583 / 0,00088] (P=0,00992) y el haplotipo D*-
TGCATG [0,00819 / 0,00105] (P=0,00147).

Este ultimo haplotipo, D4-TGCATG, fue el mas asociado como factor de
riesgo. Sin embargo, realizando esa misma comparacién para haplotipos
combinados SFTPA2-SFTPA1-SFTPD (tabla 12) no obtuvimos ninguna
asociacion significativa, probablemente debido a la diferencia de tamafo
muestral disponible al combinar el analisis de los 15 SNPs sumado a que esa

variante es poco frecuente en la poblacion.

Tabla 12. Asociaciones haplotipicas de SFTPA2-SFTPA1-SFTPD ().

~
Comparaciéon Haplotipo Valor de p Factor

NAC / PGE Ninguna asociacion con p<0,0033 o similar

MUERTE/ No 1A'6A?D3-TCCACA [0,01529/0,00034] (P=0,00041) RIESGO

MUERTE/ No 1A%6A*D?-TCCACA [0,04469/0,00742] (P=0,00228) RIESGO

FMO/ No 1A%A2D?-CCTATG [0,01012/0,00032] (P=0,00319) RIESGO

FMO/ No 1A 6A D*-TGCATG [0,01949 /0,00238] (P=0,00171) RIESGO
\SHOCK/ No 1A%A?D'-TCCACG [0,00900 /0] (P=0,00214) RIESGO )

NAC: neumonia adquirida en la comunidad. PGE: poblacion general espafiola. FMO: fallo multiorganico. El asterisco
indica el valor de p que supera las correcciones realizadas para multiples comparaciones.

El analisis genético realizado nos revel6 también la asociacion entre el
haplotipo D*-TGCATG y neumonia mas grave ya que dicho haplotipo fue 4,5
veces mas frecuente en el grupo de pacientes que ingresaron en la UCI
(P=0,00672) ylo sufrieron SDRA y/o FMO (P=0,00962). Aunque estas
asociaciones no superaron las correcciones estadisticas, cuando se analizaron
los 15 SNPs, el haplotipo 1A6AD*TGCATG se asoci6 significativamente al
FMO tras el ajuste (P=0,00171), y fue aproximadamente ocho veces mas
frecuente en los pacientes que tuvieron esta evolucién. El haplotipo D’-
TGTACA también se encontr6 mas frecuentemente en los pacientes que
ingresaron en la UCI (P=0,02802), en los que padecieron shock (P=0,00159)
y/o fallecieron (P=0,00702), siendo en estos ultimos 16 veces mas frecuente. El
haplotipo D’-TCCACG también se presenta como factor de riesgo en la
comparacién de pacientes con y sin shock (P=0,00023). De hecho, no se
encontraron pacientes que no sufrieran shock y portaran el haplotipo 1A%6A2D-
TCCACG (P=0,00214) y, a su vez, se detectd que los pacientes con el
haplotipo 1A%A2D2-CCTATG, que también contenia el 1A%A2, padecian FMO

con mas frecuencia.
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Dos de los haplotipos que comprende el estudio de los 15 genes se
asociaron como factor de riesgo a la muerte por NAC. Se trata de los
haplotipos 1A’6A2D3-TCCACA (P=0,00041) y 1A26A*D2-TCCACA (P=0,00228),
los cuales comparten el haplotipo de los SNPs de SFTPD que no producen un
cambio de aminoacido. Esta significacion se mantiene tras las correcciones
para multiples comparaciones. Hay que destacar que el haplotipo 1A’6A2D3-
TCCACA se asocié con una mayor significacion cuando se evalu6 la muerte
tras sélo 28 dias [0,02299 / 0,0003334] (P=0,0000104), lo que también se
demostré para el 1A26A“D?-TCCACA [0,05572 / 0,007693] (P=0,001215).
Ademas, se encontrd otro haplotipo, el 1A%A3D3-TCTACA, asociado a la
mortalidad en los primeros 28 dias [0,04598 / 0,00609] (P=0,002656).

2.5.5 Discusion

Hasta la fecha no se han publicado otros trabajos en los que se analice
la asociacion entre las variantes genéticas de SFTPA2, SFTPA1y SFTPD con
la susceptibilidad, la gravedad o la mortalidad de la NAC. Nuestro estudio
muestra diversas asociaciones entre estas variables de la NAC y SNPs no

sindbnimos y haplotipos de esos genes.

Las frecuencias de los diferentes SNPs y haplotipos de SFTPA2,
SFTPA1 y SFTPD observadas en nuestro estudio son similares a los
publicados en otras poblaciones europeas (detallado en el estudio de
epidemiologia genética realizado en esta Tesis Doctoral). En otros trabajos se
ha observado la existencia de DL entre SFTPA2 y SFTPA1, comprobandose
que varios haplotipos de estos /loci tienden a segregar conjuntamente, siendo
6A21A% el haplotipo mas frecuente. En este primer estudio hemos observado un
efecto protector de este haplotipo de SFTPA2-SFTPA1, 1A%A2 frente a la
NAC y un efecto de riesgo aportado por el haplotipo7A76A2y el D*-TGCATG de

SFTPD (que se encuentra sélo en aproximadamente el 1% de la PGE).

En nuestro estudio, varios SNPs y haplotipos se asociaron con una

mayor gravedad y/o mortalidad de la NAC. El haplotipo 6A21A"0 se asocid con
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una mayor mortalidad a 90 dias, y también con la predisposicion a shock. Por
otra parte, dos haplotipos de SFTPD que comparten el haplotipo D’ (ATT para
los SNPs no sinbnimos de SFTPD) se asocian a una mayor gravedad de la
NAC: el haplotipo D’-TCCACG a FMO vy el haplotipo D'-TGTACA a shock
séptico. Ademas, identificamos que el haplotipo D#-TGCATG (asociado con la
predisposicion a la NAC) se asociaba, aunque en menor medida, con el ingreso
en la UCI y con la predisposicion al FMO y al SDRA, es decir, con una

neumonia mas grave.

El papel de la variabilidad genética de SFTPA1 y SFTPAZ2 en las
poblaciones se ha evaluado so6lo en unos pocos estudios (Floros et al.,
2000,Lofgren et al., 2002,Thomas et al., 2009). Con respecto a las infecciones
bacterianas, la homocigosidad para el haplotipo 7A’ se ha asociado con
infeccion meningocdcica (Jack et al., 2006). Hay que destacar que el haplotipo
6A2-1A% ha mostrado un efecto protector en estudios en los que se evalué el
desarrollo de otitis media aguda en nifios (Ramet et al., 2001). Estos resultados
estan en linea con los observados en nuestro trabajo, ya que S. pneumoniae y
H. influenzae son patdgenos frecuentes tanto en la OMA como en la NAC, y la
SP-A es producida, como ya se ha mencionado. ademas de en el pulmén, en la
trompa de Eustaquio. Por otra parte, se ha observado que los haplotipos 6A2y
1A% podrian ser también protectores frente a la bronquiolitis por VRS (El
Saleeby et al., 2010).

Si se tiene en cuenta que estos haplotipos son, con diferencia, los mas
frecuentes en la poblacién, es tentador proponer que 6A2, 1A%y 1A%6A2podrian
haberse mantenido a alta frecuencia en la poblacidbn debido a su papel
protector frente a infecciones respiratorias. Por otra parte, el haplotipo 6A71A se
asocio, en nifos con riesgo de asma, a un aumento de la probabilidad de
cuadro catarral desencadenado por infecciones respiratorias o por
contaminantes ambientales y de que éste se hiciera persistente (Pettigrew et
al., 2007). En nuestro estudio, el TABAD*TGCATG se asocié a una mayor
predisposicion al FMO. Curiosamente, el alelo rs721917-C (Thr'") de SFTPD,
presente en el haplotipo D? (TTC), se ha asociado con tuberculosis (Floros et
al., 2000).
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Al contrario de lo que cabria esperar por el efecto pro-inflamatorio de las
colectinas tras el reconocimiento de microorganismos, los ratones deficientes
en SP-A o SP-D presentan respuestas inflamatorias muy elevadas vy, los
ratones deficientes en SP-D, enfisema pulmonar (Botas et al., 1998,Borron et
al., 2000,Hawgood et al., 2002). Ya se ha detallado en la introduccién de esta
Tesis Doctoral que SP-A y SP-D juegan un papel dual en la respuesta
inflamatoria. Ambas colectinas interactuan con los patdogenos a través de su
CRD, y se unen al receptor celular calreticulina/CD91 a través de su region
colageno N-terminal, promoviendo la fagocitosis y la respuesta inflamatoria
(Vandivier et al., 2002,Bustamante et al., 2008). Sin embargo, la unién del CRD
de SP-A o SP-D a SIRPa de los macréfagos alveolares suprime la activacion
de NF-kB y la inflamacién, lo que permite al pulmén permanecer en estado
quiescente en ausencia de infeccion (Gardai et al., 2003,Fine et al., 1997). Un
efecto similar de SP-A y SP-D se ha observado en la promocion o la inhibicién
de la apoptosis (Janssen et al., 2008) y, tanto SP-A como SP-D pueden
también inhibir la inflamacién mediante la unién del dominio CRD a TLR2 y
TLR4 (Guillot et al., 2002,Murakami et al., 2002).

Son poco conocidas las implicaciones funcionales de las variantes
genéticas de SP-A1 y SP-A2 (Wang et al., 2000,Wang et al., 2004,Mikerov et
al., 2007). Las variantes en los residuos aa50 (rs1136550, Val*°Leu), aa91
(rs17886395, Ala®'Pro) y aa160 (rs2243639, Thr'69Ala) se localizan en la regién
de tripletes Gly-X-Y que conforman el dominio colageno vy, por consiguiente,
pueden afectar a la oligomerizacibn y a la unidbn a receptores como
calreticulina/CD91, o la actividad de la proteina. Las variantes aa2719
(rs4253527, Arg?"¥Trp), aa223 (rs1965708, GIn?23Lys) y aa270 (rs3088308,
Thr270Ser) se localizan en la regién del CRD, y podrian afectar directamente a
la capacidad de unién de estas proteinas a los microorganismos o a los
receptores de superficie como SIRPa 0 TLR4. De hecho, se ha sugerido que el
cambio en el aa219 produce modificaciones especificas en la capacidad de
agregacion de la proteina (Wang et al., 2004,Wang et al., 2007). Por otro lado,
tras la escision del péptido sefal, se pierde el residuo aa9, y debido a la
variabilidad en el punto de escisidén, s6lo unas pocas moléculas de SP-A

contienen el residuo aa19. La variaciéon en el residuo aa771 (aa31 si abarcamos
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el péptido sefial de SFTPD) situado en la region N-terminal de la proteina
puede implicar también un cambio en la multimerizacién de la misma (Leth-
Larsen et al., 2005).

Ademas, es importante sefialar que no se puede descartar que las
variantes analizadas se encuentren en LD con otras variantes en regiones
reguladoras que afecten a la traslocaciéon y/o la estabilidad del RNA (Wang et
al., 2003,Wang et al., 2005).

Se sospecha que la SP-A consiste en hetero-oligobmeros de SP-A1y SP-
A2, y de hecho las propiedades de las moléculas SP-A1/SP-A2 se situan entre
las de SP-A1 y SP-A2 (Sanchez-Barbero et al., 2007). Sin embargo, el grado
de oligomerizacion de la SP-A, asi como la relacion SP-A1/SP-A2, pueden
verse alteradas en varias enfermedades y pueden diferir en distintas
enfermedades pulmonares (Hickling et al., 1998, Tagaram et al., 2007). La co-
expresion de SP-A1 y SP-A2 tiene una mayor estabilidad térmica que la SP-A1
y la SP-A2, lo que indica que la combinacion de las dos proteinas es importante
para alcanzar una conformacion nativa estable. De hecho, se ha visto
recientemente en un modelo murino humanizado, que tanto la SP-A1 como la
SP-A2 son necesarias para la formacion de un entramado natural del
surfactante denominado mielina tubular (Wang et al., 2010). Por tanto, el efecto
de un determinado haplotipo en uno de los genes puede verse influenciado por
el haplotipo en el otro gen. De hecho, nuestros resultados sugieren que el
haplotipo 1A%A2 (P=0,00001) tiene un efecto protector frente a la NAC mayor
que el de 6A2y 1A% por separado (P=0,00019).

A pesar de disponer de antimicrobianos potentes, la NAC es todavia una
causa frecuente de mortalidad. La busqueda de nuevos tratamientos se esta
redirigiendo hacia las terapias no antibiéticas (Rodriguez et al., 2009). Se ha
observado que los niveles de SP-A se encuentran reducidos en el lavado
broncoalveolar de pacientes con SDRA, sepsis, fibrosis quistica o neumonia
(Pison et al., 1990,Noah et al., 2003), y que la SP-D también podria
encontrarse en niveles inferiores a los normales en pacientes con SDRA
(Greene et al., 1999). Por otra parte, se ha demostrado en ratones Sftpa’ que

la administracion intratraqueal de SP-A o SP-D induce la eliminacion de
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microorganismos y corrige la inflamacion (LeVine et al., 2001). La
administracion intratraqueal de SP-A y SP-D también ha sido efectiva en varios
modelos murinos de sensibilizacion alérgica por via respiratoria (Madan et al.,
2001) y, hoy en dia, los preparados de proteinas surfactantes que contienen
SP-B y SP-C son ampliamente utilizados como terapia sustitutiva en el pRDS.
También se ha observado que la instilacidon intratraqueal de SP-C
recombinante reduce la mortalidad de pacientes con SDRA grave secundario a

neumonia por aspiracion (Taut et al., 2008,LeVine et al., 2001).

Algunas de las variantes genéticas analizadas en nuestro estudio, como
1A70, aunque raras, pueden tener un impacto importante en la susceptibilidad,

en la gravedad y en la mortalidad de la NAC.

Por tanto, seria deseable la validacién de nuestros resultados en otras
poblaciones, ademas de profundizar en el conocimiento de las implicaciones
clinicas de la variabilidad genética en SFTPA1, SFTPA2 y SFTPD. Esta
informacion podria ser relevante para futuras investigaciones acerca del uso de

estas colectinas en el tratamiento de la NAC.

2.5.6 Conclusiones

En coherencia con los resultados obtenidos y discutidos en el estudio

que hemos desarrollado, se han extraido las siguientes conclusiones:

Los cromosomas que contienen el haplotipo7A%A2? de los genes
SFTPA2-SFTPAT1, o el haplotipo DS-CGCACA del gen SFTPD se asocian a un

efecto protector frente al desarrollo de NAC.

Los cromosomas que contienen el haplotipo7A’6A2 de los genes
SFTPA2-SFTPA1 y el haplotipo D*TGCATG del gen SFTPD se asocian a una
mayor susceptibilidad a la NAC y, marginalmente, a una mayor tasa de ingreso
en la UCI, a una mayor predisposicion al SDRA y a una mayor predisposicion al
FMO.
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Los cromosomas que contienen el haplotipo7A’96A2 de los genes
SFTPA2-SFTPA1 y, los haplotipos D'-TGTACA y D'-TCCACG del gen SFTPD,
asi como el 1A%A2D’-TCCACG se asocian a una mayor predisposicion a
shock. Los haplotipos 71A%6A2D2-CCTATG y 1A6AD*TGCATG se asocian a

una mayor predisposicion al FMO.

Los cromosomas que contienen el haplotipo 71A706A%2y 1A26A%4 de los
genes SFTPA2-SFTPA1 se han identificado como de riesgo de mortalidad, asi
como los haplotipos combinados 7A’6A2D3-TCCACA y 1A26A4D2-TCCACA de
los genes SFTPA2-SFTPA1-SFTPD.

En resumen, nuestros resultados indican que la variabilidad en los genes
de la SP-A y SP-D influye en la susceptibilidad, en la gravedad y en la
mortalidad de la NAC.
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2.6 Gripe pandémica por A (H1N1) 2009

Este segundo trabajo propone el analisis de 15 SNPs de las SPs y su

posible asociacidén con la gripe pandémica (H1N1) 2009.

La enfermedad conocida como gripe es producida por el virus influenza
A, cuyo reservorio es multiple. Puede afectar a animales, tanto domésticos
como salvajes, entre ellos a 16 tipos de mamiferos (Neumann et al.,
2009,Gatherer, 2009). ElI material genético de dichos virus esta compuesto por
8 segmentos de ARN monocatenario envueltos con cinco proteinas internas no
glicosiladas y tres proteinas integrales de membrana, conocidas como

hemaglutinina (HA), neuraminidasa (NA) y proteinas de la matriz.

El AIV posee tres subtipos de HA (H1, H2, H3) que han circulado, o
circulan habitualmente en humanos, y dos subtipos de NA (N1 y N2) aunque
algunos de los otros subtipos también se pueden encontrar de forma poco
frecuente (H5, H6, H7, H9, H10, N6, N7, N8 y N9). La existencia de diferencias
antigénicas en el subtipo de HA o de NA ocasionan variantes para las que la
poblacion general no tiene ningun tipo de inmunidad previa, lo que permite al
virus evadir la respuesta inmune preexistente. A lo largo de la historia se han
registrado periodos de epidemia, siendo especialmente grave la pandemia de
1918-1919, conocida como gripe espafiola, responsable de alrededor de 50-
100 millones de muertes en todo el mundo (Sullivan et al., 2010). Ademas de la
aparicion del virus HIN1 en 1918, se registraron también cambios de este tipo
en el virus H2N2 en 1957 o el H3N2 en 1968 (Boni, 2008).

El virus se encuentra en las secreciones respiratorias desde el periodo
de incubacién (uno o dos dias), siendo la fase de maximo contagio los tres
primeros dias del cuadro clinico. La via de transmision se produce
directamente por las microgotas emitidas por las vias aéreas del sujeto
infectado. El elevado contagio de esta enfermedad, probablemente, se debe a
que el virus es infectivo a baja dosis, se presenta a una alta concentracion en

las secreciones y se propaga eficazmente por la tos.

Tesis Doctoral ULPGC ~ 78 ~ Estefania Herrera-Ramos



En el mes de Abril del afio 2009, la OMS informé de la existencia de un
brote epidémico por un nuevo virus de la gripe, el A (subtipo H1N1) de origen
animal, concretamente de origen porcino, y declar6 una urgencia de salud
publica de importancia internacional, dias después subiria el nivel de alerta
pandémica a Fase 4 y posteriormente a Fase 5. En Junio de 2009 se estableci6
la fase 6 de alerta pandémica con cerca de 30.000 casos confirmados en 74
paises y, tras comprobar la existencia de transmision elevada y sostenida del
virus en todo el mundo, no alcanzo, sin embargo, los niveles epidemiologicos

esperables. nttp://www.who.int/mediacentre/news/statements/2009/h1n1_pandemic_phase6_20090611/en./

Probablemente esto se pueda explicar porque desde 1917 los subtipos
H1N1 han permanecido en constante circulacién y, la mayoria de las personas
nacidas antes del afio 1956 han tenido contacto previo con cepas H1N1 en la
era anterior al predominio de cepas H2N2 y, por tanto, tienen cierta inmunidad

frente a esta nueva variante.

El AlV pertenece a la familia Orthomyxoviridae y posee una especial
afinidad por los mucopolisacaridos y las glucoproteinas, en particular por los
receptores celulares que contienen acido sialico. Los individuos infectados por
el AlV producen anticuerpos para neutralizar al virus. Estos anticuerpos estan
dirigidos frente a HA, por lo que estas proteinas tiene un papel crucial en la
inmunidad frente a la infeccién. De hecho, una variacion en esta molécula
permite al virus evadir la respuesta inmune del huésped adquirida con
anterioridad (debida a una infeccién o vacunacion previa). Por su lado, la NA
actua eliminando el acido sialico del virus y de las células infectadas, evitando
la autoagregacion y permitiendo la liberacion de los viriones. Los anticuerpos
producidos contra la NA restringen el nivel de replicacién viral pero solo a altas

concentraciones logran neutralizar la infectividad del virus.

La infeccion por el AV normalmente cursa de forma leve y autolimitada
por las condiciones de cada individuo. También lo hace asi la gripe pandémica
por AIV (H1N1) 2009 que, frecuentemente, cursa como una gripe sin
complicaciones. Sin embargo, algunos individuos, incluso adultos y jévenes sin
factores de riesgo conocidos, llegan a desarrollar formas graves de la infeccion

como la neumonia viral primaria (PVP), IRA y SDRA (Bautista et al., 2010).
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Parece que la variabilidad genética interindividual es responsable, al menos en
parte, de las diferencias encontradas en la gravedad que presentan los
pacientes. Hasta ahora, los factores que pueden estar influyendo son
desconocidos (Albright et al., 2008,Horby et al., 2012,Keynan et al., 2013). Un
estudio importante publicado en 2008 (Albright et al., 2008) demostré que la
susceptibilidad a morir por infeccion respiratoria por el virus influenza es

heredada.

Antes del desarrollo de la inmunidad adquirida, en los primeros dias de
vida, la inmunidad innata juega un papel esencial en la neutralizacion y control
del virus por lo que respuestas con menor inflamacién pueden ser cruciales en
la defensa inmune contra el virus. Las SP-A y SP-D son esenciales en la
regulacion de la inflamacién pulmonar y en la neutralizacion de agentes
extrafios. Concretamente, numerosos experimentos realizados en el laboratorio
han mostrado que son capaces de unir y aglutinar particulas virales.
Normalmente lo hacen reconociendo ciertos motivos glicosilados del virus a
través de sus CRDs. La alteracidon de estas proteinas a nivel funcional o
estructural por la presencia de ciertos polimorfismos puede influir en el
reconocimiento y procesamiento posterior del material viral. Por tanto, la
variabilidad en los genes que codifican estas proteinas puede estar influyendo

en la respuesta a la infeccion.

2.6.1 Pacientes

En este estudio se incluyeron pacientes adultos que ingresaron con el
diagnostico de gripe pandémica por AIV H1N1 (2009) en cualquiera de los
cuatro hospitales espafoles colaboradores: HUGCDN y Complejo Hospitalario
Insular-Materno Infantil, (Las Palmas de Gran Canaria); Hospital del Mar,
(Barcelona); Hospital San Jorge, (Huesca); y Hospital Clinic Universitari de

Valencia, (Valencia).

Para la deteccidon del virus se utilizaron las muestras de los pacientes

recogidas en hisopos nasofaringeos. El procesamiento de la muestra, mediante
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kits de deteccion del AIV (H1N1) 2009, tras la amplificacion del material
genético del virus por PCR a tiempo real (Real-Time ready Influenza A (H1N1)
Detection Set, Roche Diagnostics, Alemania) se realiz6 de acuerdo a las

instrucciones del fabricante y permitié confirmar la infeccion por el virus.

Los pacientes incluidos padecian sintomas gripales compatibles y con
diagndstico de etiologia confirmada para AIV (H1N1) 2009. Este diagndstico se
establecio por la presencia de sintomas de infeccion de vias aéreas inferiores,
y sin diagndsticos alternativos durante el seguimiento de los pacientes no
hospitalizados, al menos en los diez dias previos al episodio actual. Un 70% de
las muestras se obtuvieron de manera prospectiva, mientras que el 30%
restante lo fueron de manera retrospectiva. Finalmente, tras excluir a aquellos
enfermos de origen no espanol (ver ilustracion 24), en los analisis realizados

en este estudio la muestra final se compuso de 70 pacientes hospitalizados:

124 pacientes con infeccion por virus Influenza A HIN1pdm

93 pacientes espaficles

70 pacientes

hospitalizados

30 pacientes ingresados 40 pacientes ingresados

en la UCI en planta

llustracion 24. Diagrama de seleccion de pacientes (ll).

Se consideraron como factores de riesgo: padecer diabetes,
enfermedades pulmonares previas, trasplantes de &érgano solido,
inmunosupresién, indice de masa corporal mayor de 30 (IMC>30), infeccion por
VIH y embarazo. Los criterios utilizados en los diagndsticos de sepsis, shock

séptico y FMO fueron los definidos por la American College of Chest
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Physicians/Society of Critical Care Medicine (Bone et al., 1992). La IRA y el
SDRA se diagnosticaron segun los criterios del American European Consensus
Conference Definition (Bernard et al., 1994). En los pacientes admitidos en la
UCI, la gravedad de la enfermedad fue evaluada a través de la puntuacién en
APACHE II, recogiendo la lectura de las primeras 24 horas de ingreso en la
UCl.

El analisis genético del estudio de asociacion de los genes SFTPA2 y
SFTPA1 y SFTPD se realizd en los 70 pacientes hospitalizados con gripe A
(H1N1) 2009. La procedencia de estos pacientes fue la siguiente: 41 (58,6%)
de Gran Canaria, 14 (20,0%) de Barcelona, 9 (12,9) de Huesca y 6 (8,6%) de
Valencia. La edad media de los pacientes fue de 46,81 + 17,35, siendo
hombres el 55,7%, y fumadores el 24,3% del total. En la siguiente tabla se
resumen las caracteristicas clinicas de los 70 pacientes con gripe pandémica
(H1N1)2009 incluidos en este estudio:

Tabla 13. Caracteristicas clinicas de los pacientes (lI).

/ Pacientes hospitalizados por infecciéon por AV (H1N1) 2009 (N= 70) \
si NO si NO
Diagnéstico N (%) N (%) Factor de riesgo N %. N (%)

IRA 48  (68,6) 22 (22,9)
SDRA 16 (22,9) 54 (77,1) Broncopatias* 30 (57,1) 40 (42,9)
Shock 16 (22,9) 54 (77,1) Diabetes mellitus 53 (75,7) 17 (24,3)
FMO 6  (86) 64 (91,4) Trasplante 2 (7,1) 68 (92,7)
Bacteriemia 7 (10) 63 (90) Inmunosupresion 2 (2,90 68 (97,1)
Exitus 4 (571) 66 (94,3) VIH 2 (2,9) 68 (97,1)
Neumonia secundaria 10 (14,3) 60 (85,7) Embarazo 0 (0) 70 (100)
PVP 51 (72,9) 19 (27,1) IMC = 30 18 (25,7) 52 (74,3)

\VM 24 (34,3) 46  (65,7) J

AlV: virus influenza A. N= numero de individuos. (%): porcentaje de individuos para cada caracteristica. IRA:
insuficiencia respiratoria aguda, SDRA: sindrome distrés respiratorio agudo, FMO: fallo multiorganico, PVP: neumonia
viral primaria. VM: ventilacion mecanica. VIH: virus inmunodeficiencia humana. IMC: indice de masa corporal. *Las
broncopatias incluyen: EPOC, asma, bronquiectasias y otras broncopatias. Nota: diez pacientes tuvieron neumonia
bacteriana secundaria y siete tuvieron bacteriemia (cuatro de los cuales padecieron neumonia bacteriana secundaria).
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2.6.2 Hipotesis

Variantes genéticas de las SPs en SFTPA1, SFTPA2 y SFTPD modulan
la predisposicion que presentan los individuos a sufrir la gripe pandémica
(HIN1).

Variantes genéticas de las SPs en SFTPA1, SFTPA2 y SFTPD influyen
en la gravedad de la infeccion por el AIV (HIN1) en pacientes hospitalizados

y/o en su evolucion.

2.6.3 Objetivos

Comparar la distribucion de las frecuencias, alélicas y genotipicas, de
cada variante de los genes SFTPA1, SFTPA2y SFTPD entre la PGE y el grupo
de pacientes hospitalizados con gripe pandémica AlIV (H1N1) 2009.

Comparar la distribucion de las frecuencias de alelos y genotipos de los
genes SFTPA1, SFTPA2 y SFTPD entre los pacientes, hospitalizados con

infeccion por AIV (H1N1), segun su gravedad.

Inferir los haplotipos y comparar las frecuencias de las distintas
combinaciones con los 15 SNPs incluidos, de los genes SFTPA1, SFTPA2 y
SFTPD entre pacientes con gripe pandémica (H1N1) 2009 y la PGE vy, en

subgrupos de pacientes segun su gravedad.

Pretendemos encontrar respuesta a las siguientes preguntas:

Q‘,Existe una distribucién de alelos y genotipos de los SNPs de SFTPAT,
SFTPA2 y SFTPD diferente entre la PGE y el grupo de pacientes con gripe
pandémica (H1N1) 2009? ;Existen SNPs de SFTPA1, SFTPA2 y SFTPD

significativamente asociados con la predisposiciébn a una enfermedad mas

\grave? ¢ Existen combinaciones de dichos SNPs en haplotipos que se asocien?
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2.6.4 Resultados

Para responder a estas preguntas hemos realizado el analisis de
asociacion genética y hemos obtenido los resultados que se detallan a
continuacion.

Las frecuencias genotipicas que presentaron cada uno de los SNPs en

los pacientes hospitalizados por AlIV (H1N1) y en los sujetos de la PGE se

muestran en la siguiente llustracion:
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llustracion 25. Frecuencias genotipicas en pacientes y en sujetos de la PGE (ll).
H1N1: pacientes hospitalizados con infeccion por AV (H1N1). PGE: poblaciéon general espafiola. Distribucion de las
frecuencias de cada uno de los 15 SNPs incluidos en el estudio.

Al analizar los alelos, no encontramos ninguno de los SNPs de SFTPA2
o de SFTPA1 asociados a diferencias significativas entre los 769 sujetos de la
PGE y los 70 pacientes con infeccion por AIV (H1N1). Al analizar las
frecuencias genotipicas, testando los diferentes modelos de herencia, ninguno

de los SNPs se asoci6, tampoco, en esta comparacién. Por otro lado, el estudio
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alélico de los nueve SNPs seleccionados para el estudio del SFTPD se realiz6
en esos mismos 70 pacientes y en 963 sujetos de la PGE, sin encontrarse

ninguna asociacion significativa ni en dicho analisis alélico ni en el genotipico.

Los pacientes con infeccién por AIV (H1N1) incluidos en el estudio, se
compararon entre ellos de acuerdo a su gravedad de la siguiente forma: se
agruparon segun tuvieran o no diagnéstico de IRA, de SDRA, o de FMO;
hubieran ingresado o no en la UCI; o si hubieran sobrevivido tras 90 dias desde
el ingreso hospitalario o no. La ilustracion 26 muestra los resultados de todas
las comparaciones alélicas de los SNPs de SFTPA2, SFTPA1 y SFTPD para

los 70 pacientes.

De los SNPs analizados de los genes que codifican la SP-A, dos de
SFTPAZ2 y ninguno de SFTPA1 presentaron una diferencia significativa cuando
comparamos los diagnésticos clinicos relacionados con una mayor gravedad
de la gripe, ajustando por co-variables como género, edad y habito tabaquico.
El alelo rs1965708-A se asocié con una menor gravedad, en concreto con un
menor riesgo en las comparaciones de pacientes con y sin IRA (P=0,0061, OR
0,32, Cl 95% 0,14-0,73), con y sin SDRA (P=0,0137, OR 0,18 CI 95%, 0,04-
0,81) y con o sin shock (P=0,0137, OR 0,18 Cl 95%, 0,04-0,81). Este alelo
también se asocié con una menor tasa de ingreso en la UCI (P=0,0097, OR
0,31 Cl 95% 0,12-0,78). El modelo de herencia bajo el que influye este
polimorfismo es recesivo ya que de los 48 pacientes que sufrieron IRA ninguno
era homocigoto para este alelo, mientras que el 14% de los pacientes que no lo
padecieron (N=22) si portaba el genotipo rs71965708-AA. Ninguno de los
pacientes con dicho genotipo ingresaron en la UCI y/o desarrollaron SDRA y/o
shock, ni requirieron ventilacion mecanica. El modelo de herencia asociado con
un mayor riesgo es el recesivo para la variante mas frecuente (GIn?23)
(P=0,027, OR 3,18 CI 95% 1,12-9,01). Encontramos también una asociacion
marginal del alelo rs1059046-C (Thr®) con proteccion frente al desarrollo de IRA
(P=0,01739, OR 0,417 Cl 95%, 0,201-0,864). De las variantes incluidas en el
estudio de los SNPs de SFTPD, el alelo rs2243639-C se asocié con el riesgo
de IRA. No obstante, hay que destacar que las significaciones halladas no
soportan la correccidon para multiples comparaciones ni por alelos, ni por los

modelos de herencia.
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llustracion 26. Significacion estadistica de las comparaciones alélicas (l1).

FMO: Fallo multiorganico. NAC-S: Neumonia bacteriana secundaria. SDRA:Sindrome de distrés respiratorio agudo. IRA: insuficiencia respiratoria aguda. UCI: Unidad de Cuidados intensivos. Se
ilustran las significaciones estadisticas (representadas como el —logio) de las diferencias de las frecuencias alélicas de los SNPs entre grupos de pacientes con gripe por A (H1N1) 2009 segin
presentaran o no los diagnosticos detallados en la leyenda. En la parte superior, seis SNPs de los genes que codifican la SP-A y, en la parte inferior los nueve seleccionados del gen que codifica
la SP-D.




Las combinaciones de los seis SNPs no sinénimos de SFTPA2 y de
SFTPA1 se estudiaron segun la nomenclatura ya descrita (1A"6A") y el analisis
del total de los SNPs seleccionados para SFTPD se denomin6é segun la
nomenclatura propuesta para los tres SNPs sinénimos (D"), seguido de los

otros seis SNPs incluidos en el estudio segun su orden en el cromosoma.

En el analisis de las frecuencias haplotipicas para SFTPA2-SFTPA1 (ver
tabla 14), se detect6 que el haplotipo 7A6A3, un haplotipo no muy comun en
todas las poblaciones mundiales, era significativamente mas frecuente en el
grupo de pacientes con gripe que en los sujetos de la PGE (entre corchetes se
presentan las frecuencias de los sujetos caso/control y entre paréntesis el valor
de p para cada comparacion): 1A6A3 [0,0269 / 0,00537] (P=0,003868). Aunque
ésta fue la Unica asociacion encontrada marginalmente significativa tras aplicar
la correccion de Bonferroni, se hallaron también otras dos asociaciones leves,

mostradas en la tabla.

En nuestro estudio evaluamos el papel de las variantes genéticas en la
gravedad de los 70 pacientes con infeccion por AlIV (H1N1) y no encontramos
ningun haplotipo que estuviera significativamente asociado tras las
correcciones. No obstante, en la parte inferior de la tabla 14, donde se
muestran estos resultados, el haplotipo 1A’ de SFTPA2 se relaciona con una

menor gravedad en los siguientes diagndsticos clinicos.

Tabla 14. Asociaciones haplotipicas de SFTPA2-SFTPA1 (ll).

/Comparacién Haplotipo Valor de p Factor A
H1N1/PGE 1A6A®[0,02692 / 0,005365] (P=0,00387) RIESGO
H1N1/PGE 1A6A°® [0,01217 / 0,002256] (P=0,04328) RIESGO
H1N1/PGE 1A%6A* [0,00518 / 0,04292] (P=0,02914) PROTECTOR
UCI / No 1A'6A%[0,04886 / 0,202] (P=0,00898) PROTECTOR
VM / No 1A"'6A% [0,04024 / 0,1865] (P=0,01667) PROTECTOR
SDRA/ No 1A%A?® [0,09578 / 0,01296] (P=0,01918) RIESGO
IRA/ No 1A'6A%[0,09069 / 0,236] (P=0,02002) PROTECTOR
NB-S / No 1A"96A% [0,05 / 0,0009443] (P=0,02221) RIESGO
VM / No 1A6A3 [0,08088 / 0,01087] (P=0,03209) RIESGO
IRA/ No 1A%A? [0,5872/ 0,4033] (P=0,04307) RIESGO
Muerte / No 1A%A?[0,875 / 0,5084] (P=0,04370) RIESGO
SDRA/ No 1A"'6A%[0,03018 / 0,1678] (P=0,04629) PROTECTOR

\shock / No 1A'6A% [0,03018 / 0,1678] (P=0,04629) PROTECTOR )

H1N1: pacientes hospitalizados con infeccién por AIV (H1N1). PGE: poblacion general espafiola. UCI: Unidad de
Cuidados intensivos. VM: ventilacion mecanica. SDRA: sindrome de distrés respiratorio agudo. IRA: insuficiencia
respiratoria aguda. NB-S: Neumonia bacteriana secundaria
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Dado el bajo tamafio muestral de los subgrupos que se han comparado
por la estratificacion de los pacientes, hemos realizado, ademas, la
comprobacién de la asociacidon de los haplotipos de SFTPA2 separado de los
de SFTPA1 (analizando mayor tamano muestral en los subgrupos) y
comprobamos de este modo que el haplotipo 7A’ se asociaba con menor
gravedad, en concreto, con respecto a la IRA [0,1211 / 0,312] (P=0,00645) y a
la tasa de ingreso en UCI [0,0803 / 0,2567] (P=0,00732).

El haplotipo 7A? tiende a relacionarse con mas gravedad en esta gripe
pandémica. Aunque no supera las correcciones estadisticas, aparece mas
frecuentemente en los individuos con SDRA y/o IRA, en los que precisaron

ventilacidn mecanica o en los que fallecieron.

Ademas, encontramos que el haplotipo D-CGCATG estaba presente 10
veces mas en los pacientes que en la PGE [0,02111 / 0,002045] (P=0,00019).

Tabla 15. Asociaciones haplotipicas de SFTPD (ll).

s A
Comparacion Haplotipo Valor de p Factor
H1N1/PGE D2-CGCATG [0,02111 / 0,002045] (P=0,00019)* RIESGO
IRA /No D2-TCCACA [0,2073 / 0,38] (P=0,03335) PROTECTOR
NB-S /No D'-TCCGCA [0,15/0,0339] (P=0,02867) RIESGO
SDRA /No D5-TCCACA [0,09419/0,00118] (P=0,00199)* RIESGO
UCI /No D5-TCCACA [0,05139/ 0,00071] (P=0,04777) RIESGO

\VM /No DS-TCCACA [0,06337 / 0,00108] (P=0,01942) RIESGO Y,

H1N1: pacientes hospitalizados con infeccién por AV (H1N1). PGE: poblacién general espafiola. IRA: insuficiencia
respiratoria aguda. NB-S: Neumonia bacteriana secundaria. UCI: Unidad de Cuidados intensivos. VM: ventilacion
mecanica. SDRA: sindrome de distrés respiratorio agudo. El asterisco representa el valor de p que supera las
correcciones realizadas para multiples comparaciones.

En el analisis de las frecuencias haplotipicas de los nueve SNPs de
SFTPD (tabla 15), hallamos un haplotipo asociado significativamente a la
gravedad en los subgrupos formados a partir de los 70 pacientes con infeccion
por AIV (H1N1). Es el haplotipo D5-TCCACA, que se encuentra asociado al
SDRA [0,09419 / 0,00118] (P=0,00199) y, con menos intensidad a la necesidad
de ingresar en la UCI y/o de ventilacibn mecanica. Este haplotipo, en
combinacién con el 1A%A3, de los genes que codifican para la SP-A, fue el que
mas se asocid con el riesgo de SDRA, ya que se encontraba en el 6,7% del
grupo de pacientes que lo padecieron, pero no en el grupo que no tuvo este
diagndstico (P=0,0068, que es mayor que 0,00333, por lo que esa comparacion

no supera las correcciones estadisticas realizadas).
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Al realizar la comparacién para haplotipos combinados SFTPA2-
SFTPA1-SFTPD encontramos que el haplotipo 71A6A3D2>CGCATG no esta
presente en ninguno de los 769 sujetos de la PGE, y si lo esta en el 2,4% de
los pacientes hospitalizados por la AV (H1N1) 2009 (P=0,0000278). Ademas
de este haplotipo, otro que también se asocio fue el 1A%A2D3-TCTACA
(P=0,00039), haplotipo que esta presente en el 6,9% de la PGE y hasta en el

15,7% de los 70 pacientes estudiados.

Tabla 16. Asociaciones haplotipicas de SFTPA2-SFTPA1-SFTPD (ll).

4 N\
Comparaciéon Haplotipo Valor de p Factor
H1N1/PGE 1A6AD*CGCATG  [0,02356 / 0] (P=0,0000278)* RIESGO
H1N1/PGE 1A°6A?D3-TCTACA [0,1564 / 0,06885] (P=0,0003899)* RIESGO
FMO /No 1A%6A3D2-CCCATG [0,09238 /0] (P=0,000560) RIESGO
FMO /No 1A26ASDS-TCTACA [0,10/0,001176] (P=0,000933) RIESGO
NB-S /No 1A"96A®D'-TCCACA [0,05556 / 0] (P=0,010170) RIESGO

\SDRA /No 1A%6A3DS-TCCACA [0,06667 /0] (P=0,006873) RIESGO )

H1N1: pacientes hospitalizados con infeccion por AIV (H1N1). PGE: poblacién general espafiola. NB-S: Neumonia
bacteriana secundaria. SDRA: sindrome de distrés respiratorio agudo. El asterisco representa el valor de p que supera
las correcciones realizadas para mdultiples comparaciones (p<0,0033).

El analisis efectuado reveldé también la asociacion entre el haplotipo
1A26A3DS-TCTACA (P=0,0009) y el FMO, que comparte el haplotipo de los seis
SNPs de SFTPD (TCTACA) con el segundo haplotipo significativamente mas
frecuente en los pacientes que en la PGE. El haplotipo 1A%6A3D2-CCCATG se
encontraba en el 9,2% de los pacientes con FMO y en ningun sujeto sin este
diagnéstico (P=0,0006). Cabe mencionar que 1A%A? se asocié con SDRA pero
ninguna de estas Ultimas comparaciones superaron las correcciones

realizadas.

La neumonia bacteriana secundaria fue una de las complicaciones
registradas y comparadas entre subgrupos de pacientes. Aunque ninguna de
las asociaciones fue significativa, se encontré el alelo rs721917-C [0,15 /
0,4583] (P=0,0096) mas frecuentemente en los pacientes sin esta
complicacion. En cuanto a los haplotipos, encontramos que el 1A796A3D’-
TCCACA esta presente en mas del 5% de los pacientes que la padecieron

(P=0,01017) y en ninguno de los que no la desarrollaron.

Para profundizar en la asociacion de las variantes genéticas incluidas en

este trabajo, hemos planteado el analisis de un parametro cuantitativo
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relacionado con el estado pulmonar. Se trata del cociente entre la presion
parcial de Oz en sangre arterial y la fraccién inspiratoria de Oz (PazFI102). Es un
parametro determinante para el diagnéstico del dafo pulmonar agudo. Los
pacientes con SDRA se caracterizan por un Paz2FIO2 menor de 200 mm Hg. En
este estudio, evaluamos el impacto que ejercen los polimorfismos estudiados y

sus haplotipos sobre este parametro mediante el analisis de regresion lineal.

En el andlisis alélico, dos de los polimorfismos estudiados mostraron
asociacion con el cociente Pa2FIOz2, teniendo en cuenta la edad y el sexo. En
los pacientes que tenian el dato disponible (N=52) se detectd6 que los
siguientes alelos: rs71965708-A (Beta=53,05, P=0,00720) y rs1059046-C
(Beta=58,12, P=0,000764) se asociaron con mayor PaxFIO2. Vale la pena
mencionar que estas variantes en homocigosis son las que se presentan
normalmente de manera menos frecuente en las poblaciones europeas en que
se ha estudiado. Los alelos mas frecuentes se relacionan con menores niveles

en los pacientes con gripe pandémica por A (H1N1).

En el analisis haplotipico, los haplotipos que combinan esos dos alelos
(1A7) se asociaron positivamente con el PazFIO2, mientras los que contienen los
alelos complementarios (alelos rs1965708-C y rs1059046-A) se asociaron
negativamente (7A%. Un valor del coeficiente de regresion lineal (Beta) de
61,94 implica un aumento de la variable dependiente en casi 62 unidades del
valor de Pa2FIO2, con una significacién de 0,0055. El grado en el que cada
variante ejerce su influencia sobre la variable dependiente (Pa2F102) se puede

observar detalladamente en la columna de valores de Beta de la tabla 17.

Tabla 17. Analisis haplotipico con el parametro funcional Pa,/FIO,.

( Haplotipo Valor de Beta Valor de p Relacion con el PaFIO,
1A° -57,81 0,00141 negativa
1A7 61,94 0,00546 positiva
6A? 37,19 0,04352 positiva
1A7 6A° 67,2 0,01016 positiva
1A% 6A2 -47,11 0,01509 negativa
1A% 6A3 -108,8 0,03200 negativa
1A7 6A* 177,8 0,03855 positiva
\_ 1A’ 6A* D°CCCATG 177,8 0,03855 positiva )

Influencia de las variantes haplotipicas sobre el cociente entre la presion parcial de O, en sangre arterial y la
fraccion inspiratoria de O, (Pa,/FIO;). Calculo de la regresion lineal e interpretacion mediante el valor de Beta.
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2.6.5 Discusion

La infeccidn por el virus influenza A (AlV) se inicia mediante la unién de
la hemaglutinina viral a los motivos de acido sidlico de la superficie de las
células del hospedador. La glicosilacion de las hemaglutininas resulta un
mecanismo mediante el cual el AIV puede evadir el ser reconocido por los
anticuerpos. Sin embargo, estas glicosilaciones hacen que el virus resulte
sensible al reconocimiento por parte de colectinas como las SPs por el CRD.
De éstas, la SP-A ademas posee largas cadenas de acido sialico, en ese
dominio de reconocimiento, que se unen a la hemaglutinina viral y le permiten
neutralizar la infectividad del virus influenza. In vitro, se observd que la union
del virus influenza A no estaba influenciada por la extension de la glicosilacidon
de la hemaglutinina, ademas la SP-A destacé por ser mas efectiva en la
neutralizacion de cepas no glicosiladas (Hartshorn et al., 1997). Entre las
colectinas humanas, la SP-D parece tener la mayor capacidad de neutralizar la
actividad del virus influenza A (Hartshorn et al., 1997,Job et al., 2013,Ng et al.,
2012). La mayoria de las cepas de virus influenza A estacionales son
neutralizadas rapidamente por la unién de la SP-D a los glicanos de las
hemaglutininas y neuroaminidasas. Sin embargo, la hemaglutinina de los virus
de cepas pandémicas cuenta significativamente con menos sitios glicosilados
comparado con los virus de cepas estacionales. El virus influenza A
H1N1pdm2009, y otros virus pandémicos, se muestran resistentes a las
actividades antivirales de la SP-D in vitro (Job et al., 2013,Job et al., 2010,Ng et
al., 2012) mientras que la SP-A es capaz de neutralizar cepas resistentes a la
SP-D (Hartshorn et al., 1997).

La SP-A parece jugar un papel antiinflamatorio in vivo. Cuando se
compara la respuesta inflamatoria en ratones sin SP-A con infeccion por el
virus influenza y en ratones de tipo salvaje, los deficientes en la SP-A
presentan menos eliminacion del virus, mas inflamacion pulmonar y sufren

enfermedad mas grave (Li et al., 2002,LeVine et al., 2002).

Todos los estudios funcionales muestran que SP-A2 es mas activa que

SP-A1 (Silveyra y Floros, 2012,Wright, 2005) y por eso, no es extrafio que
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entre las variantes genéticas analizadas de los genes SFTPA1, SFTPA2 y
SFTPD en este estudio, sélo unos pocos alelos y haplotipos de SFTPA2 se
asociaron a mayor gravedad en pacientes hospitalizados por AlV (H1N1) 2009.
En humanos, se han detectado cantidades muy bajas de SP-A en prematuros
con pSDRA. El haplotipo 1A% o los haplotipos combinados de SFTPA1-SFTPA2
que lo contienen han sido repetidamente asociados con su desarrollo, mientras
que haplotipos que contienen el haplotipo 7A? lo han sido con la proteccion
frente a esa afeccion (Silveyra y Floros, 2012,Wright, 2005). En contraste con
los ratones, que sélo tienen un gen para codificar la SP-A, los humanos tienen
dos genes funcionales. In vitro, los polipéptidos de SP-A2 y SP-A1 son capaces
de inhibir la actividad de cepas del virus influenza A con HA poco glicosilados o
sin glicosilar (Mikerov et al., 2008b). Ademas, en el analisis de Kaplan-Meier
incluido en nuestra publicaciéon relacionada con este trabajo (Herrera-Ramos et
al., 2014), muestra que el efecto de las variantes de SFTPA2 es detectado en
los primeros dias después de la hospitalizacion, como cabria esperar de
componentes de la inmunidad innata involucrados en la inflamacién y en la

defensa frente a la infeccion por el AlV.

El significado funcional de las diferencias entre las variantes de los dos
genes que codifican la SP-A no se conoce muy bien, pero se ha visto que
aquéllas que se encuentran en regiones reguladoras, y que pueden afectar
tanto a la estabilidad como a la traduccion del ARN mensajero, estan en LD
con polimorfismos de los haplotipos 1A%y 1A (Silveyra y Floros, 2012,Wright,
2005). Hay que destacar que, después de pasar por un estrés oxidativo, la
variante 1A? tiene menos actividad productora de TNFa que variantes como
1A%y 1A en una linea celular humana derivada de macréfagos conocidas como
TPH-1 (Wang et al., 2002). Estos datos sugieren el efecto protector, en la
gravedad de la infeccion por AIV (H1N1) 2009, de los haplotipos que contienen

la variante 1A’ puede ser consecuencia de su baja actividad proinflamatoria.

La variante (rs7965708) que produce el cambio de aminoacido en el
residuo 223 (GIn?23Lys), situado en el CRD de la SP-A2, podria directamente
influir en la unién al AIV o al receptor antiinflamatorio SIRPa. El residuo 9
(rs1059046, Asn°Thr) se localiza en el péptido sefial, y no se conoce si puede

afectar a su funciéon y/o expresion. Precisamente, los haplotipos 1A% y 1A7
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difieren en esos dos residuos, 223y 9; el haplotipo 71A? caracteriza individuos
con rs1059046-C y rs1965708-A (Thr® y Lys?23), mientras que el 1A’ lo hace
con rs1059046-A 'y rs1965708-C (Asn°y GIn?23).

Sea cual sea el polimorfismo causal, nuestros datos sugieren que el
haplotipo 7A°de SFTPA2 se asocia a una mayor gravedad tras la infeccion por
el virus pandémico, mientras que haplotipos como el 1A’ se asocia con un
efecto protector dominante frente a las formas mas graves de la infeccion.
Pudimos comprobar esta relacion cuando identificamos que estas variantes

influyen en los valores del parametro de funcion pulmonar Paz/FI1Oz2.

Reconocemos varias limitaciones en este trabajo. La poblaciéon de
referencia con la que contamos (PGE), y que consideramos grupo control para
el estudio de susceptibilidad, es considerada como una muestra representativa
de la poblacién espafiola en lugar de una representacion de individuos no
afectados por la infeccion AIV (H1N1) 2009. Ademas, en todo caso habria una
alta representacion de pacientes hospitalizados que haria dificil valorar
realmente la predisposicion a la infeccidn en ausencia de sintomas graves. Por
ello, nos hemos centrado en el estudio de la gravedad de la infeccion en los
pacientes que han sido ingresados en los hospitales espafioles colaboradores.
El bajo tamafio muestral inicial es ya un inconveniente del estudio, que se
acentua al estratificar agrupando los individuos segun parametros de gravedad.
Por tanto, este trabajo no tiene un poder estadistico suficiente para detectar el
papel que pueden estar desempefiando algunas de las variantes incluidas en la
gravedad de la infeccién. Sin embargo, con 84,17% de poder estadistico
(a=0,05, B=0,8) las asociaciones de la variante rs1965708-C se confirman de

riesgo para el desarrollo de SDRA y shock séptico.

2.6.6 Conclusiones

En coherencia con los resultados obtenidos y discutidos en este

segundo estudio, se han alcanzado las siguientes conclusiones:
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Ninguno de los 15 SNPs estudiados de los genes SFTPA2,SFTPAT1 y
SFTPD se asociaron a la necesidad de hospitalizacion por gripe pandémica
(H1N1) 20009.

Los cromosomas que contienen el haplotipo 7A6A3 de los genes SFTPA2-
SFTPA1, el D>-CGCATG del gen SFTPD, y el 1A%A2D3-TCTACA, de los
tres genes, se asociaron a la necesidad de hospitalizacion por gripe
pandémica (H1N1) 20009.

El alelo rs1965708-A del gen de SFTPA2 se asoci6 con una menor
gravedad, en concreto con un menor riesgo de IRA, SDRA y shock, asi
como con una menor tasa de ingreso en la UCI. El haplotipo 7A’, que porta
dicho alelo, se asocié con gripe por AlIV (H1N1) 2009 menos grave, en
concreto, con menor predisposicion al desarrollo de IRA y menor tasa de
ingreso en UCI. El haplotipo 1A° que porta la otra variante de ese SNP,
tiende a asociarse con mas gravedad, relacionandose con el desarrollo de

IRA, SDRA, la necesidad de ventilacion mecanica y un menor Paz/FIO2.

Los cromosomas que contienen el haplotipo D5-TCCACA y, concretamente,
el haplotipo combinado 71A%AS3D3>-TCCACA se asocia al desarrollo de
SDRA en pacientes hospitalizados con la gripe por AIV (H1N1) 2009. El
haplotipo 1A26A3DS-TCTACA se asocia a una mayor predisposicion al FMO,
junto con la combinacion de 1A%A3 con el haplotipo D2-CGCATG.

Nuestros resultados sugieren que la variabilidad en los genes de la SP-A

y, en menor medida, de SP-D influye en la gravedad de la gripe pandémica por

AIlV (H1N1) 2009, aunque los resultados de las variantes haplotipicas poco

frecuentes deben ser interpretados con cautela debido al bajo tamafio muestral

de los subgrupos.
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2.7

Este tercer trabajo propone el analisis de 15 SNPs de las SPs y su

posible asociacion con el asma y la alergia a los acaros del polvo domeéstico.

El asma es un problema de salud mundial que afecta a millones de
personas de cualquier edad, sexo, grupo étnico y area geografica. Esta
afeccidn se caracteriza por su marcada heterogeneidad, que viene determinada
por una gran diversidad en interacciones genéticas y ambientales, mecanismos
fisiopatolégicos, exposiciones ambientales, comorbilidades, edad, gravedad y
cronicidad de la enfermedad de base, accesibilidad a los servicios sanitarios y
cuidados recibidos, factores psicolégicos, respuesta al tratamiento y
caracteristicas generales de la enfermedad, incluidas las exacerbaciones y la
tasa de mortalidad asociada (Bousquet et al., 2010). Se trata de una de las
enfermedades respiratorias crénicas mas frecuentes en la edad adulta y, sin
ningun género de duda, la mas prevalente en la infancia. De las 7.000 millones
de personas que habitan en todo el mundo, se estima que padecen asma mas
de 300 millones. Es mas frecuente en mujeres y en nifios, y aunque su
prevalencia varia segun la regién geografica considerada, es claramente mayor

en paises industrializados.

Se considera que esta enfermedad es responsable de aproximadamente
250.000 muertes al afio (Pawankar et al., 2012,Pawankar, 2014). En Espanfia, la
prevalencia media de asma en poblacién infantil, utilizando la metodologia del
International Study of Asthma and Allergies in Chilhood (ISAAC), es del 10%,
una cifra similar a la de la Unién Europea, siendo mas frecuente en zonas
huamedas (Arnedo-Pena et al., 2009). En poblaciéon adulta de nuestro pais, el
asma afecta al 5% de la poblacidbn adulta, aunque su prevalencia ha
aumentado en los ultimos afios, probablemente en relacion con el desarrollo
industrial (Urrutia et al., 2007). Entre un 5 y un 10% de los pacientes
diagnosticados de asma padece asma grave, y son estos pacientes los que
representan el mayor reto meédico, ya que su control y estabilizacién es mas

dificil que en el 90% restante.
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La Guia Espanola para el Manejo del Asma (GEMA 2015,
www.gemasma.com) ha definido el asma como un sindrome en el que se
incluyen diversos fenotipos clinicos que, aunque comparten manifestaciones
clinicas similares, son probablemente de etiologias diferentes. Esto condiciona
la necesidad de una definicidbn precisa, que de forma pragmatica se podria
concretar en la de una enfermedad inflamatoria crénica de las vias
respiratorias, en cuya patogenia intervienen diversas células y mediadores de
la inflamacién, condicionada en parte por factores genéticos y que cursa con
una obstruccién variable al flujo aéreo, total o parcialmente reversible, ya sea

por la accion de medicamentos o espontaneamente.

Esta enfermedad cursa en forma de trastorno respiratorio cronico y se
caracteriza por ataques recurrentes de disnea y sibilancias. Aunque varia en
gravedad y frecuencia de una persona a otra, los sintomas pueden aparecer
varias veces al dia o a la semana, y pueden ser mas intensos durante la
actividad fisica o por la noche. Segun la OMS, algunas causas Yy
desencadenantes son comunes a todas las personas que sufren la
enfermedad, pero existen también diferencias individuales. La heredabilidad de
las enfermedades alérgicas y del asma se ha estudiado a través de parejas de
gemelos, y se ha estimado que supone entre el 35-95% (Ober y Yao, 2011). Un
numero cada vez mayor de trabajos sugieren que el asma muestra un patron
de herencia complejo, que implica la interaccion de muchos loci (cada uno con

un efecto pequeno) y de factores ambientales.

Aunque las causas ultimas del asma no se conocen, entre los factores
de riesgo mas importantes para su desarrollo destacan la exposicidon a
alérgenos en espacios cerrados (como los &caros del polvo doméstico
presentes, sobre todo, en alfombras y en ropa de cama, y los derivados
dérmicos de los animales domésticos), la exposicién a alérgenos en espacios
exteriores (como poélenes y mohos), la inhalacién de sustancias toxicas (como
el humo del tabaco o productos quimicos irritantes) y algunas infecciones
virales. Se habla de asma alérgica, atopica o extrinseca cuando la causa
principal de la enfermedad es la exposicibn a uno o varios alérgenos, y de
asma no alérgica, no atopica o intrinseca cuando no se demuestra relacion

alguna entre la exposicion a alérgenos y la aparicion de la enfermedad. Una
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vez ha debutado, actuan como desencadenantes del asma, ademas de los ya
citados con anterioridad, la exposicion al aire frio, factores emocionales y el
ejercicio fisico. En algunos pacientes, el asma puede agravarse o incluso
desencadenarse en respuesta a algunos medicamentos, como la aspirina y
otros antiinflamatorios no esteroideos, o por betabloqueantes. Durante una
exacerbacion o crisis de asma, se produce una inflamacién de la mucosa
bronquial, lo que provoca una obstruccién bronquial y una disminucién del flujo
aéreo. Si los sintomas son recurrentes causan con frecuencia insomnio, fatiga
diurna, disminucién de la actividad y absentismo escolar y laboral, con las

evidentes repercusiones individuales y sociales que esto supone.

Aunque una de las principales caracteristicas del asma es la presencia
de reversibilidad total o parcial, espontanea o tras tratamiento, algunos
pacientes con asma desarrollan una obstruccion irreversible de las vias aéreas.
Entre los factores que predisponen a esta evolucién destacan: la exposicion al
humo del tabaco, las exacerbaciones frecuentes, la elevacién de la IgE sérica,
la atopia y la existencia de hiperreactividad bronquial que cursa con inflamacion

de las vias aéreas (Lange, 2013).

Se deduce de lo hasta ahora expuesto que el asma no es una
enfermedad sencilla sino que se trata de un sindrome complejo en el que se
incluyen diferentes formas clinicas de la enfermedad que pueden variar
dependiendo de las interacciones con el ambiente (Wenzel, 2013). Se han
descrito diferentes fenotipos de asma, segun la gravedad, el grado de
afectacion de la funcion respiratoria, la edad de comienzo, la respuesta a los
tratamientos convencionales y también por el contenido celular predominante

en muestras esputo (Wenzel, 2006).

Parece probable que los alérgenos generen un patron de respuesta
inmunoldgica particular, especialmente al principio, provocando un asma de
tipo alérgico o extrinseco. Aunque comparte mecanismos patogénicos con el
asma intrinseco (no alérgico), la forma extrinseca es mas prevalente y es en la

que se centra el tercer estudio incluido en esta Tesis.
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Se han identificado mas de 40.000 especies de acaros, pero solo 25 de
ellas estan relacionadas con el desarrollo de enfermedades alérgicas. Los
acaros mas relevantes desde el punto de vista alergolégico son los que se
encuentran en los domicilios, los llamados acaros del polvo doméstico.
Pertenecen a la familia Pyroglyphidae y los predominantes son el D.
pteronnyssinus y el D. farinae. Los factores ambientales que influyen en la
presencia y proliferacion de estos acaros en el interior de las viviendas son que
la temperatura oscile entre 25 y 35°C y que la humedad relativa esté entre un
50% y un 70%. En las Islas Canarias se dan estas dos condiciones casi de
forma permanente y por ello es la region de Espafa en la que se produce una
mayor exposicion a los acaros del polvo doméstico (lraola y Fernandez-Caldas,
2009) y la que cuenta con un mayor numero de pacientes sensibilizados a
estos acaros (Caballero-Martinez F., 2009). De hecho, se estima que el 80% de
los pacientes atendidos en las consultas de Alergologia de un hospital terciario

como el HUGCDN estan sensibilizados a los acaros del polvo doméstico.

Se han descrito hasta 22 grupos de alérgenos en los acaros del polvo
doméstico. Los alérgenos mas importantes pertenecen a los dos primeros
grupos y son Der p 1, del grupo | (una glicoproteina de 25 kDa, contenida en
las particulas fecales del acaro) y Der p 2, del grupo Il (una proteina de union
de lipidos de 15 Kda que se encuentra en el cuerpo del acaro). Se sabe que
Der p 1 es muy abundante en las viviendas de nuestra isla y que es capaz de
aumentar la produccibn de mediadores proinflamatorios producidos por
macroéfagos alveolares, lo cual se relaciona, a su vez, con el desarrollo de la
sensibilizacion alérgica y la inflamacién de las vias aéreas. La exposicidén a
estos alérgenos logra inducir la produccion de IgE especifica en pacientes
sensibilizados. En concreto, en el caso de la sensibilizacion a los acaros
domésticos, los pacientes no parecen desarrollar tolerancia a altas dosis de
exposicion (Erwin et al., 2005). Se ha sugerido que existen diferencias en la
progresion de la enfermedad en la alergia a los acaros del polvo doméstico en
comparaciéon con otros alérgenos inhalados. Esto es debido, muy
posiblemente, a que muchos de los alérgenos de los acaros tienen actividad

proteolitica, lo cual amplifica la respuesta inmunolégica e inflamatoria.
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Los alérgenos del grupo | (Der p 1) son cisteina-proteasas y su papel
potenciador de la respuesta alérgica ha sido descrito ampliamente en la
literatura. Pueden degradar CD23 y CD25, potenciando la sintesis de IgE (John
et al., 2000), e inducir, en células del epitelio bronquial, una fuerte respuesta
tipo Th2 mediada por la secrecion de IL-6, IL-8, GM-CSF, RANTES, citocinas
responsables del reclutamiento y de la activaciéon de las células dendriticas,
linfocitos Th2 y granulocitos (eosindfilos, neutrofilos y baséfilos) (Lambrecht y
Hammad, 2012). Estas proteasas también pueden degradar las estrechas
uniones intercelulares en el epitelio bronquial y aumentar asi la permeabilidad
celular (Deb et al.,, 2007); ademas, en modelos animales pueden producir
remodelado directo en la via aérea (Cates et al., 2007). Por todo ello, este
grupo de alérgenos juegan un papel fundamental en el desencadenamiento de

la respuesta alérgica.

Las moléculas tipo lectina, como en apartados anteriores se ha
mencionado, pueden unir especificamente secuencias de carbohidratos o
glicoconjugados que contienen muchos de los alérgenos inhalados en su
superficie. En las vias aéreas, la SP-A y la SP-D son capaces de unir los
carbohidratos de extractos enteros y purificados de Der p 1 de manera calcio
dependiente. También puede inhibir la union de la IgE con Der p 1 a través de
una unién competitiva o por impedimento estérico (Wang et al., 1996,Wang et
al.,, 1998). En modelos animales, los ratones deficientes para el gen que
codifica la SP-D (Sftpd”) son mas susceptibles a presentar sensibilizacion
alérgica que los ratones no deficientes para esta proteina (Schaub et al., 2004).
Por tanto, las SPs desempefian un papel regulador en la respuesta inflamatoria
y en el secuestro de los alérgenos, por lo que pueden influir en la

sensibilizacion a alérgenos inhalados.

271

Los pacientes incluidos en nuestro estudio fueron diagnosticados por los
especialistas colaboradores del Servicio de Alergologia del HUGCDN (Las

Palmas de Gran Canaria).

Tesis Doctoral ULPGC ~ 1 0 0 ~ Estefania Herrera-Ramos



El diagnéstico de la sensibilizacién alérgica en pacientes con historia
clinica compatible se efectué mediante la realizacién de pruebas cutaneas en
prick con una bateria de los aeroalérgenos mas comunes en nuestra zona,
utilizando controles positivos (histamina al 1%) y negativos (suero glicerinado)
en todas las determinaciones. Se testaron los siguientes alérgenos: derivados
de los acaros del polvo domésticos (D. pteronyssinus, D. farinae y Blomia
tropicalis), derivados de los acaros de depoésito (Acarus siro, Lepidoglyphus
destructor y Tyrophagus putrescientae), hongos (Alternaria, Cladosporium,
Aspergillus y Penicilium), pélenes (Phleum pratense, Artemisia vulgaris y Olea
europea), derivados dérmicos de animales (mezcla de plumas, perro, gato,
conejo, caballo) y cucarachas (ALK-Abello S.A., Espafa). Las pruebas se
consideraron positivas si el diametro mayor de la papula a los 15 minutos fue

de 3 mm o superior.

El diagnéstico final de alergia a derivados de los acaros se realizé en
base a una historia clinica sugestiva y a la presencia de pruebas cutaneas en
prick positivas a acaros. A todos los pacientes, y como parte de la practica
clinica habitual, se les realizd una espirometria basal (Flowscreen, Viasys,
Alemania) en cada visita registrandose, entre otros, un parametro funcional que
nos informa de la capacidad pulmonar del paciente el FEVi1. En el presente
estudio se han incluido en el analisis el porcentaje de los valores
espirométricos obtenidos en el momento del diagndstico con respecto al valor

tedrico normal.

El grupo de pacientes asmaticos se clasificd de acuerdo a la gravedad
de la enfermedad, a los parametros de funcidén respiratoria y a los
requerimientos de medicacion de Guia Gina 2008 (Global strategy from asthma

management and prevention (http://www.ginasthma.com) (Bateman et al.,

2008). A su vez el diagnostico y estratificacidn del grupo de pacientes con rinitis
se realiz6 de acuerdo a los criterios de la Guia ARIA 2008 (Allergic Rhinitis and

its Impact on Astma) (Bousquet et al., 2008).
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La recogida de datos para este estudio fue llevada a cabo entre Enero
del afio 2010 y Agosto del 2012 de manera prospectiva. Se incluyeron un total
de 1207 pacientes que acudieron de forma consecutiva al Servicio de
Alergologia del HUGCDN (ver ilustracion 27). Este Servicio atiende
anualmente un numero préoximo a los a 17.000 pacientes (5.000 primeras
visitas y 12.000 visitas sucesivas) procedentes del area norte de la isla de Gran
Canaria. Se incluyeron en este trabajo sélo pacientes de origen espanol que
estuvieran clinicamente bien controlados y que fueran alérgicos a los acaros
del polvo domeéstico; se selecciond soélo poblacion adulta y tras testar si habia
familiares en el estudio, se incluyé unicamente al miembro de la familia con

mas anos de seguimiento en consulta en el Servicio de Alergologia.

1207 pacientes recolectados para el estudio

1169 pacientes espafioles

1039 pacientes con alergia a derivados
de acaros del polvo doméstico

Adultos (212 afios): 781

753 pacientes incluidos en el estudio

364 pacientes con Asma 192 pacientes con Asma 197 pacientes con alergia y
persistente (AAP) intermitente (AAl) sin asma (ASA)

llustracion 27. Diagrama de seleccion de pacientes (lll).
AAP: Alergia con asma persistente. AAl: Alergia con asma intermitente. ASA: Alergia sin asma.
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A continuaciobn se muestran

las caracteristicas clinicas de

los 753

pacientes con alergia a los acaros del polvo doméstico, las caracteristicas

demograficas y la media de los parametros funcionales pulmonares en los

subgrupos de pacientes.

Tabla 18. Caracteristicas clinicas de los pacientes (lll).

Pacientes adultos con alergia (N=753)

Si NO Si
Diagnéstico N (%) N (%) Clasificacién N (%)
Rinitis 745 (98,9) 8 (1,1) Intermitente 56 (7,4)
G .
E Persistente 689 (91 ‘5)
Asma 556 (73,8) 197 (26,2) z leve 422 (61,2)
2 moderado 254 (36,9)
=
Conjuntivitis 144 (19,1) 609 (80,9) i grave 13 (1,9)
Sinusitis cronica 43 (5,7) 144 (19,1)
Dermatitis atopica 21 (2,8) 732 (97,2 ) Intermitente 192 (34,5)
Poliposis 17 (2,3) 736 (97,7) E Persistente 364 (65,5)
o leve 208 (57,1)
Tabaco 60 (8) 693  (92) 2 moderado 97  (26,6)
grave 59  (16,2)
ASA AAI AAP
(n=197) (n=192) (n=364)
Hombres (%) 79 (40,1) 80 (41,7) 118 (32,4)
Edad (afios) 29,1+ 11,40 281+11,8 30,5+ 13,3
Fumador (%) 19 (9,6) 17 (8,9) 24 (6,6)
Afios de seguimiento 34155 51257 60+59
FEV, 100,0 + 11,0 96,4+ 13,6 83,8+17,0
FVC 98,7 £10,5 953+12,9 86,0 £ 15,0

N= numero de individuos: %: porcentaje de individuos con cada caracteristica. ASA: Pacientes con alergia sin asma.
AAl: Pacientes con alergia y asma intermitente. AAP: Pacientes con alergia y asma persistente. FEV4: volumen de aire
maximo espirado en el primer segundo de la espiracion forzada. FVC: capacidad vital forzada.
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2.7.2

Variantes en SFTPA1, SFTPA2 y SFTPD modulan la predisposicion a la

alergia a los acaros del polvo doméstico.

Variantes en SFTPA1, SFTPA2 y SFTPD influyen en la predisposicién al
desarrollo de formas mas grave de asma en pacientes alérgicos a los acaros

del polvo domeéstico.

2.7.3

Comparar la distribuciéon de las frecuencias de cada variante de los
genes SFTPA1, SFTPA2 y SFTPD (evaluadas a nivel de alelo, genotipo) en la

PGE y en el grupo de pacientes alérgicos a los acaros del polvo doméstico.

Comparar las frecuencias de alelos y genotipos de los genes SFTPAT,
SFTPA2 y SFTPD entre el subgrupo de pacientes alérgicos a &acaros

domésticos diagnosticados de asma persistente o no.

Inferir los haplotipos y comparar las frecuencias de las distintas
combinaciones con los 15 SNPs incluidos en el estudio entre pacientes
alérgicos a los acaros del polvo doméstico y la PGE, y entre subgrupos de

pacientes alérgicos a los acaros segun diagnostico o no de asma persistente.

Con este planteamiento tratamos de encontrar respuesta a las siguientes

preguntas:

¢ Existe una distribucion de alelos y genotipos de los SNPs de SFTPAT,
SFTPA2y SFTPD diferente entre la PGE y el grupo de pacientes alérgicos a
los acaros del polvo doméstico? ;Existen SNPs de SFTPA1, SFTPA2y SFTPD
significativamente asociados con la alergia a los acaros y/o con la

predisposicion al desarrollo de un asma persistente? ¢ Existen combinaciones

de dichos SNPs en haplotipos que se asocien?
-

\
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2.7.4 Resultados

Para responder a estas preguntas hemos realizado el analisis de

asociacién genética y hemos obtenido los resultados detallados a continuacién.

Las frecuencias alélicas que presentaron cada uno de los SNPs en los
pacientes con alergia a los acaros del polvo doméstico (ALER, N=753) y de la

PGE se representan en la siguiente llustracion:

| |
(" reressros | | i F 7 1 )
(Q223K) | |
i I ) S
N ! ! ! — ——
 rs1059046 | | | | — ——
(TQN) | 1 | | ’
el il N I N | S N S S S
2 (W18A)
L | | | | T [ ]
“w I I I — ——
i ——_————
(R219W) :
rs3088308
e ———_————
152243639
Frams | | |E | I

rs 10887199
{Intr)

re1 7866286
(Intr)

L rsT078012
u {Intr)

rs6413520

5455
_Emﬁ) ! P -
rs '
o ! | | ! I I
! ; f—— ey
wf’l:ff; | I | S S (I
. ! mmmmmmnd mmmmmen jmmmongt mmmmmmse mmmmmmee memmmmee iessogRN
r“?pf;f;‘) | I S S S S M O
b |
L 0% 10% 20% 30% 40% 50% 0%  70% 80% 90%  100%)
® Homocigoto menos frecuente (mf) Heterocigotos = Homocigoto mas frecuente (Mf}

llustracion 28. Frecuencias genotipicas en pacientes y en sujetos de la PGE (lll).

ALER: pacientes con alergia a los acaros del polvo doméstico; PGE: poblacion general espafiola. Distribucion de las
frecuencias de cada uno de los 15 SNPs incluidos en el estudio, en pacientes alérgicos a acaros del polvo doméstico y
en la PGE.

Al realizar el analisis de asociacion alélica s6lo dos de los SNPs de
SFTPA2 eran significativamente mas frecuentes en los pacientes que en la

PGE (entre corchetes se presentan las frecuencias de los casos y controles
respectivamente, y entre paréntesis el valor de p para cada comparacion) el

Tesis Doctoral ULPGC ~ 1 0 5 ~ Estefania Herrera-Ramos



alelo rs17886395-C [0,1588 / 0,1027] (P=0,004642, OR 1,649, Cl 95% 1,329-
2,046) y el alelo rs1059046-C [0,4021 / 0,3531] (P=0,005318, OR 1,233 Cl 95%
1,064-1,428), aunque las asociaciones no permanecieron significativas tras la
correccion de Bonferroni.

Cuando realizamos la comparaciéon de las frecuencias alélicas entre el
grupo de sujetos de la PGE y el grupo de los pacientes alérgicos con asma
persistente (AAP, N=364) hallamos que el alelo rs17886395-C [0,1415 /
0,1027] se encontraba mas frecuentemente en los pacientes con AAP
(P=0,007352, OR 1,439 Cl 95% 1,102-1,880) y el alelo rs721917-C [0,3352 /
0,4029] de SFTPD era significativamente mas frecuente en los individuos de la
PGE, siendo esta comparacién la unica que superd las correcciones
estadisticas aplicadas para multiples comparaciones (P=0,001370, OR 0,747
Cl 95% 0,625-0,893).

En este estudio también se realizd el analisis entre los pacientes que
padecieron alergia a los acaros domésticos tras agruparlos segun su
diagnostico para el asma: los pacientes con alergia sin asma persistente
(ASAP, N=389) se compararon con los pacientes con AAP (N=364); y los
pacientes con alergia y asma intermitente (AAl, N=192) con los pacientes con
AAP (ver llustracién 29).

En las comparaciones realizadas, encontramos que, nuevamente, el
alelo rs721917-C [0,3352 / 0,4177] se encontraba mas frecuentemente en los
pacientes que no padecian AAP, o lo que es lo mismo, en pacientes con ASAP
(P=0,000957, OR 0,703 Cl 95% 0,570-0,867). Este SNP provoca el cambio de
una metionina por una treonina en el aminoacido 11 (Thr'?) de la SP-D v,
nuestro estudio revela a rs721917-C como factor protector. Esta es la
asociacion mas potente del estudio, la cual permanecio significativa tras aplicar
la correccion de Bonferroni para multiples comparaciones. ElI mismo alelo
rs721917-C se mantuvo significativo cuando comparamos al grupo de
pacientes con AAP con el grupo de pacientes con AAIl [0,3352 / 0,4271]
(P=0,002495, OR 0,676 Cl 95% 0,524-0,872).
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llustracion 29. Significacion estadistica de las comparaciones alélicas (lll).

PGE: poblacion general espafiola. ALER: pacientes con alergia. AAP: pacientes con alergia y asma persistente. ASAP: pacientes con alergia sin asma persistente. AAl: pacientes con alergia y
asma intermitente. Se ilustran las significaciones estadisticas (representadas como el —logio) de las diferencias de las frecuencias alélicas de los SNPs entre el grupo de PGE y pacientes con
alergia (PGE/ALER) o asma persistente (PGE/AAP) y entre grupos de pacientes alérgicos: con y sin asma persistente (AAP/ASAP). En la parte superior, seis SNPs de los genes que codifican para
la SP-A'y, en la parte inferior los nueve seleccionados del gen que codifica para la SP-D.




Sin embargo, también hallamos un alelo, el rs2243639-C, como factor
de riesgo para el desarrollo de AAP tanto cuando comparamos los pacientes
con AAP y los pacientes con ASAP [0,4038 / 0,3419] (P=0,012930, OR 1,304
Cl 95% 1,058-1,608), como cuando comparamos los pacientes con AAP vy los
pacientes con AAl [0,4038 / 0,3099] P=0,002050). Esta ultima comparacion

fue estadisticamente significativa tras aplicar las correcciones de Bonferroni.

Se analiz6 también, en los 753 individuos con alergia a acaros, el papel
de los haplotipos de SFTPA1 y SFTPA2 (segun la nomenclatura ya descrita
1A"6A") y de los haplotipos de SFTPD (denominados segun la nomenclatura
propuesta para los no sinébnimos (D") seguidos de los otros SNPs segun su
orden en el cromosoma). Se compararon las frecuencias de estos haplotipos
en individuos alérgicos con los observados en poblacion general y entre los

individuos con asma persistente y asma intermitente.

En el analisis de las frecuencias haplotipicas para SFTPA2-SFTPA1
(ver la tabla 19), se detectd que el haplotipo 7A6A3 era marginalmente mas
frecuente en el grupo de pacientes con alergia a los acaros del polvo
doméstico que en los sujetos de la PGE (entre corchetes se presentan las
frecuencias de los sujetos caso / control y entre paréntesis el valor de p para
cada comparacion), no obstante, no se mantuvo significativa ninguna de las
asociaciones tras la correcciones aplicadas. En el analisis de las frecuencias
haplotipicas para SFTPA2 y SFTPA1, realizados por separado, encontramos
una asociacion significativa que sefialaba como factor de riesgo al haplotipo
1A de SFTPA2[0,1304 / 0,0841] (P=0,00004).

Tabla 19. Asociaciones haplotipicas de SFTPA2-SFTPA1 (lll).

e N
Comparacion Haplotipo Valor de p Factor

APP/AAI 1A%6A™ [0,004237 / 0,01919] (P=0,01488) PROTECTOR

- J

ALER: pacientes con alergia. PGE: poblacion general espafiola. AAP: pacientes con alergia y asma persistente. AAl:
pacientes con alergia y asma intermitente. *Valor de p que supera las correcciones realizadas para multiples
comparaciones.
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En el analisis de las frecuencias haplotipicas de los nueve SNPs de
SFTPD (tabla 20), hallamos un haplotipo asociado como factor de
predisposicion frente a la alergia a los acaros domésticos, el haplotipo D’-
TCCGTA [0,0045 / 0] (P=0,0033), que no se encuentra en ningun individuo de
la PGE. Este haplotipo también se asocié como factor de predisposicion frente
a asma persistente al comparar individuos con asma persistente y sujetos de
la PGE [0,0053 / 0] (P=0,0015). Las dos asociaciones encontradas superaron

la correccidon para multiples comparaciones.

Tabla 20. Asociaciones haplotipicas de SFTPD (lll).

s N
Comparacion Haplotipo Valor de p Factor

L APP/AAI D'-TCCACA [0,2885/0,221] (P=0,01602) RIESGO

ALER: pacientes con alergia. PGE: poblacion general espafiola. AAP: pacientes con alergia y asma persistente. AAl:
pacientes con alergia y asma intermitente. *Valor de p que supera las correcciones realizadas para multiples
comparaciones.

Realizando la comparacién para haplotipos combinados SFTPA2-
SFTPA1-SFTPD encontramos que el haplotipo 71A%A2D5-TCCACA esta
presente en el 1,6% de los sujetos de la PGE y solo lo esta en el 0,3% de los
pacientes con alergia a los acaros del polvo doméstico (P=0,002). Por otro
lado, ademas de éste, otro haplotipo encontrado en asociacién fue el
1A%6A2D3-TCCACA [0,04912 / 0,02527] (P=0,005), que se trata de un
haplotipo que esta presente en el 5% de los pacientes con AAP pero en el
2,5% de la PGE.

Tabla 21. Asociaciones haplotipicas de SFTPA2-SFTPA1-SFTPD (lll).

p
Comparacion Haplotipo Valor de p Factor

- J

ALER: pacientes con alergia. PGE: poblacion general espafiola. AAP: pacientes con alergia y asma persistente.
*Valor de p que supera las correcciones realizadas para multiples comparaciones.
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Uno de los objetivos principales de este trabajo es averiguar si existen
variantes en los genes de las SPs que influyan en la evolucién del asma,
calificada en funcién de su periodicidad, como persistente o intermitente, en
los individuos que son alérgicos a los acaros del polvo doméstico. Pero al
realizar las comparaciones de las distribuciones de las frecuencias de los 15
SNPs combinados en haplotipos, no hallamos ninguna asociacion

estadisticamente significativa.

La asociacion significativa encontrada en la variante rs721917 se puede
leer en ambos sentidos: el alelo rs721917-C (Thr'") como factor protector o el
alelo rs721917-T (Met'") como factor de riesgo para el desarrollo de asma
persistente (P=0,0010; OR 0,70; 95% CI 0,570-0,867). Asociacion que se
mantuvo significativa tras realizar un analisis multivariante. La potencia
estadistica de estas asociaciones fue mayor del 99% cuando se establecieron
los siguientes parametros para estimarlo: un 80% como punto de corte de
fiabilidad y un 99,7% de seguridad (=0,80 y un alfa ajustada de a=0,003). Se
asocié, mediante el modelo dominante para el alelo C (P=0,0037) y mediante
el modelo recesivo (P=0,0225), el alelo C en homocigosis parece ejercer una
influencia protectora mayor que para la comparacion alélica (P=0,022; OR
0,63; 95% CI1 0,424-0,939).

Funcién pulmonar en funcién de las variantes genéticas

Para profundizar en el estudio de como pueden influir estas variantes
genéticas en el asma, evaluamos el parametro de funcién pulmonar FEV1. Se
analizé el impacto de estas variantes en los individuos alérgicos sin asma
(ASN, N=178) y en individuos con AAP (N=352) con este dato disponible (ver
tabla 22).

El genotipo menos frecuente de uno de los SNPs, el mas asociado hasta
ahora con la susceptibilidad a la alergia y al asma persi6stente en nuestro
estudio, se asoci6 significativamente con un menor valor de porcentaje del
FEV1 (Beta=-2,64, P=0,017) en los pacientes con ASA. En los pacientes con

AAP, los genotipos menos frecuentes de las variantes genéticas se
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relacionaron con menor valor del porcentaje del FEV1 (rs1885551-GG,
rs723192-TT, rs721917-CC, rs17886286-GG y rs10887199-CC).

Tabla 22. Asociaciones de los SNPs con el porcentaje de FEV1.

4 N
Pacientes Genes SNPs N BETA SE P p?

ASA SFTPD  rs721917 178 -264 1,10 0,017 0,013
ASA SFTPA2 rs1059046 178 -2,58 1,11 0,021 0,036
AAP SFTPD  rs723192 352 -5,17 1,97 0,009 0,004
AAP SFTPD  rs10887199 352 -5,11 2,01 0,011 0,007
AAP SFTPD  rs721917 352 3,32 1,29 0,011 0,009
AAP SFTPD  rs1885551 352 -5,22 2,06 0,012 0,012
AAP SFTPD  rs7078012 352 3,10 1,45 0,033 0,018
AAP SFTPD  rs17886286 352 549 2,73 0,045 0,038

_ AAP SFTPA1 rs1059047 342 5,55 2,73 0,043 > 0,05/

ASA: pacientes alérgicos sin asma. AAP: pacientes alérgicos con asma persistente. SE:
Error del estadistico de Beta. P?=valor de p obtenido tras el andlisis ajustado para la
edad, el género y el tabaquismo.

Hemos hallado la presencia de dos haplotipos que, en individuos con
AAP, se relacionan con valores de porcentaje de FEV1 menores, y parecen
estar ejerciendo una influencia mayor los SNPs por separado que las
combinaciones de haplotipos. Se trata de los haplotipos denominados
1A%6A2D2-CCCATG (Beta=-26,44, P=0,00047) y 1A9%6A3D2-TCCACA (Beta=-
20,84, P=0,00596), de SFTPA2-SFTPA1-SFTPD, que coinciden en el
haplotipo 1A%y en el D2. Hay que destacar que el haplotipo D2 de SFTPD
abarca los alelos rs721917-C (Thr'") y rs2243639-T (Thr69).

Niveles séricos de SP-D en funcioén de las variantes genéticas

La SP-D se cuantific6 mediante un inmunoensayo disponible vy
disefiado comercialmente. En cada uno de los ensayos se test6 un control
negativo, un control para concentracion alta y otro para concentraciones
bajas. Cada muestra se analiz6 por duplicado y el valor asignado a cada
individuo es la media de los dos valores cuantificados en ng/ul. La
metodologia fue descrita en el subapartado Determinaciones séricas (pagina
46) de Métodos.

En los individuos de la PGE (N=150) la media de SP-D sérica fue de
144 ng/ul, en los pacientes con ASA (N=42) fue de 162 ng/ul y en los
pacientes con AAP (N=64) fue de 129 ng/ul aproximadamente.
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Al explorar la variable que se obtuvo de esas determinaciones se
detectd que no seguia una distribucién normal. Para poder aplicar los analisis
estadisticos, la hipotesis de normalidad en la distribucion de los datos se debe
cumplir por lo que transformamos la variable a escala logaritmica con el
objetivo normalizarla. Se evalu6 el impacto que ejercen los SNPs sobre la
concentracion sérica de SP-D mediante el analisis de regresion lineal. Algunas
variantes mostraron asociacion con los niveles séricos de SP-D teniendo en
cuenta la s6lo la edad y el sexo, ya que ninguno de los pacientes era fumador.
En los individuos alérgicos sin asma, las siguientes variantes: rs1885551-G,
rs723192-T, rs721917-C (Thr'") y rs10887199-CC se asociaron con los
niveles mas bajos de SP-D. Vale la pena mencionar que estas variantes en
homocigosis son las que se presentan normalmente de manera menos

frecuente en las poblaciones europeas en que se han estudiado.

Los resultados revelaron que el polimorfismo localizado en la zona
promotora del gen, el rs1885551, contaba con el mayor coeficiente Beta de
regresion. Su coeficiente Beta de —0,690, que se muestra en la tabla 23,
significa una disminucion de la variable dependiente (la concentracion de SP-
D en el suero) en 0,690 unidades logaritmicas, con una significacion de
0,0013. El grado en el que la variante genética ejerce su influencia sobre la
SP-D sérica se puede observar mejor si se muestra la concentracion en la
unidad en la que se midi6 originalmente, ng/ml. En el caso del coeficiente
mencionado (-0,690), el alelo rs1885551-G se asocié significativamente con
una disminucién media de aproximadamente 2,00 ng/ml de SP-D sérica en los

4?2 individuos con alergia ASA analizados.

La cuantificacion de esta proteina también se realiz6 en 66 individuos
con asma persistente pero no se detectd ninguna asociacion significativa con
los polimorfismos en este grupo de pacientes. Este grupo concreto de
pacientes con AAP reciben tratamiento regular con corticoides inhalados que

podrian alterar los valores séricos de esta proteina.

En los individuos de la poblacién general encontramos variantes

asociadas con los niveles séricos, siendo la variante rs7078012-T vinculada a
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mayor concentracion y otros dos SNPs, rs723192-C y rs1885551-G, con

menores niveles de esta proteina en el suero.

Tabla 23. Impacto de los SNPs de SFTPD en la concentracion de SP-D.

Vs
Individuos SNPs Beta N Valor de p
ASA rs1885551 -0,6897 42 0,0013
ASA rs723192 -0,5681 42 0,0019
ASA rs10887199 -0,6071 42 0,0043
ASA rs721917 -0,3239 42 0,0136
PGE rs7078012 0,2486 150 0,0022
PGE rs723192 -0,2623 150 0,0357
PGE rs1885551 -0,2581 150 0,0448
\§ J

ASA: Pacientes con alergia sin asma. PGE: individuos de la poblacioén general
espafiola. Se muestran los valores significativos obtenidos para el analisis
realizado mediante regresion lineal. Los valores de Beta negativos indican que
la relacion del SNP y la concentracion de SP-D sérica, en ng/ul, es de
disminucion cuando se porta el alelo menos frecuente. Los valores de Beta
positivos indican que la relacion del SNP y la concentracién de SP-D sérica, es
de aumento cuando se porta el alelo menos frecuente.

La comparacion de la concentracion de SP-D fue realizada bajo el
modelo recesivo para el alelo mas frecuente. Los pacientes ASA mostraban
valores significativamente mas altos que los pacientes con AAP con el mismo
genotipo. Las diferencias principales entre estos dos grupos se encontraron
con los siguientes genotipos: rs1885551-A (P=0,0018); rs723192-C
(P=0,0004); rs721917-T (Met'") (P=0,0018); y rs10887199-T (P=0,0027). Al
evaluar la relacion entre los niveles séricos de SP-D y los individuos alérgicos
incluidos (N=106), hallamos el mayor efecto en el SNP con el rs723192
(Beta=-0,381, P=0,0001) mediante un modelo lineal ajustado para los

diagndésticos de AAP o ASA (datos no mostrados en la tabla).

En pacientes con AAP, nuestros resultados indican que los niveles de
SP-D tienen relacion con el porcentaje del FEV1 con una correlacién de
Pearson (r) de 0,361 (P=0,0016). En la tabla 24 se muestran las correlaciones
en subgrupos de pacientes segun la variante rs7271917. Encontramos que en
los pacientes AAP con el genotipo rs721917-CC (N=8) existe una alta
correlacion entre los niveles de SP-D y FEV1, a pesar del reducido numero de
individuos analizados: r=0,923 (p=0,001); con CI 95% de 0,625-0,986. Por lo
tanto, en pacientes con AAP con este genotipo encontramos que la SP-D

sérica y el porcentaje del FEV1 tiene, al menos, un nivel de correlacion de
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Pearson correspondiente al valor del limite inferior del intervalo, r=0,625. Al
calcular la correlacién entre estas dos variables en el total de individuos con
alergia a los acaros del polvo doméstico, observamos que la r para cada uno
de los alelos es menor que para los pacientes con AAP. Para el genotipo
rs721917-CC es 0,484 (p=0,04) y para el rs721917-TT es 0,404 (p=0,01).

Tabla 24. Correlacion de la SP-D sérica con el porcentaje de FEV, en pacientes alérgicos.

-
LnSPDsérica - FEV1 CcC TC TT
Correlacion de Pearson 0,484 0,124 0,404
Sig. (bilateral) 0,042 0,407 0,012
N 18 47 38
& rs721917 |
. Laatt (TMet/C-Thy ¢ FPearson  pvalue
FEV:(%) (CC): 0,923 0.001
FEV,(%) (CT): 0,355 0.029
rs721917 .
Laat1(T-Met/C.Thy <10 06 SPeamman  pvalue
FEV: (%) (CC) ' 0,910 0.002
FEV; (%) (CT)! 0,316 0.053
LnSPDsérica

APP: Alergia y asma persistente. N: tamafio muestral. En la grafica se muestra la correlacion entre la concentracion
de la SP-D sérica y el porcentaje del FEV+, en pacientes alérgicos a los acaros del polvo doméstico, considerando
el SNP rs721917 (Met"'Thr), con los datos correspondiente a los datos mostrados en la parte superior de la tabla.
Se representan cada uno de los genotipos (CC - azul, CT-> verde, TT-> amarillo) y la relacién global (negro) en
individuos alérgicos (N=103). En la parte inferior de la tabla se muestra la correlacion entre el porcentaje de FEV4y
la concentracion de la SP-D en suero (medida en unidades logaritmicas) en pacientes alérgicos a acaros con asma
persistente (N=64) para las correlaciones realizadas con los pacientes que portaban el genotipo CC (N=8) y para
los pacientes que portaban el haplotipo CT (N=38).

2.7.5

Las colectinas pulmonares SP-A y SP-D se encuentran implicadas en la
regulacion del sistema inmune innato dentro del pulmén. En particular, la SP-
D parece tener funciones reguladoras en la inflamaciéon. Aunque los
mecanismos moleculares subyacentes no se conocen bien todavia, se cree
que la SP-D juega un papel dual, proinflamatorio y antiinflamatorio, a través de
efectos definidos por su orientacion cuando se une a otras moléculas (Gardai
et al., 2003) y que dependen, posiblemente, de su grado de multimerizacién.
En nuestro estudio encontramos que el alelo rs721917-C (Thr'") del gen

SFTPD, se asocia con un menor desarrollo de asma persistente en pacientes
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alérgicos a los acaros del polvo doméstico. EI SNP rs721917, bialélico, es un
cambio no sinbnimo en el aminoacido 11 de la SP-D, que puede tener en esta
posicién metionina o treonina (Met'?Thr). Existen varios factores que podrian
explicar, al menos en parte, el efecto de este polimorfismo en el desarrollo de

asma.

A través de numerosos estudios se ha mostrado que las infecciones
respiratorias pueden producir asma o provocar su exacerbacion (Bont et al.,
2004,Friedlander y Busse, 2005,Henderson et al., 2005,Sigurs et al.,
2005,Kusel et al., 2007). La patogenia del asma podria por tanto verse
influenciada por la susceptibilidad a las infecciones o la capacidad de
respuesta frente a los patéogenos. Dado que tanto la SP-A como la SP-D
participan en la neutralizacion de bacterias, virus, hongos y células necréticas;
en la regulacion de la reaccion alérgica; en la resolucion de la inflamacion
(Wright, 2005,Kishore et al., 2006); en el reconocimiento de los PAMPs, y
estimulando la quimiotaxis y facilitando la fagocitosis que realizan los
macrofagos alveolares, estas proteinas también podrian ser relevantes en el
asma. Pero SPA y SP-D no soélo regulan la funcion entre células inmunes
innatas, sino que también interactian y modulan las funciones de las células
que dirigen el proceso de polarizacién de las diferentes subpoblaciones de
linfocitos T con el fin de atenuar la infeccién y la inflamacion (las células
dendriticas). De este modo las SPs proporcionan un enlace entre el sistema

inmune innato y el adquirido.

La influencia de las SPs en las interacciones de los macréfagos
alveolares con los patdégenos varia segun el microorganismo. En los ultimos
afos, se ha asociado algunas formas de asma grave con una inflamacion
neutrofilica de las vias aéreas adquirida via polarizaciéon de células Th1 a
Th17 (Aujla y Alcorn, 2011, Trejo Bittar et al., 2015,0berley y Snyder, 2003).
Estas células predominantes, los neutréfilos, son una gran fuente de especies
reactivas de oxigeno y de nitrbgeno, que también se encuentran en mayor

proporcion en el asma persistente.

Por otro lado, se ha demostrado una conexion entre el reconocimiento

de LPS por parte de las células dendriticas y la regulacion o el desarrollo de
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alergia. También se han encontrado diferencias de avidez de los dos alelos
del SNP rs721917 con respecto a la unién al LPS y al peptidoglicano, lo que
también podria contribuir a la modulaciéon del desarrollo de asma. La SP-D
puede encontrarse con distintos grados de oligomerizacion. La SP-D en forma
trimérica se relaciona con una mejor unién al LPS, al peptidoglicano y a las
lipoproteinas enddgenas, pero con una peor union a los residuos de manosa y
al acido lipoteitoico. Hay que mencionar que la SP-D amnidtica con la variante
rs721917-T (Met'") posee mayoritariamente formas multimerizadas de la SP-
D, y la variante rs721917-C (Thr'?) tiene tanto formas triméricas como con
multimerizacion incompleta, conservando ambas distintos patrones de
entrecruzamiento entre sus puentes disulfuro en las regiones amino

terminales (Leth-Larsen et al., 2005,Sorensen et al., 2009).

La SP-A y la SP-D, suprimen la proliferacion de linfocitos tras la
estimulacién producida por D. pteronyssinus en los ratones no sensibilizados
(sin exposicidn previa), atenuando asi la respuesta alérgica. Sin embargo, en
ratones sensibilizados se detectd un menor efecto supresor (Wang et al.,,
2001). Se ha estudiado, también en un modelo de ratén, el efecto de la
sensibilizacion a ovoalbumina en funcién de distintas concentraciones de LPS.
A dosis muy bajas, el LPS induce tolerancia; a dosis bajas se induce una
respuesta tipo Th2, y a dosis altas de LPS se induce una respuesta tipo Th1.
El principal receptor del LPS es el TLR4. Sin embargo, TLR4 no parece
reconocer LPS por si solo, haciéndolo a través de proteinas accesorias. La
proteina de unidén a LPS (lipopolysacchaaride binding protein, LBP) extrae el
LPS de las membranas de bacterias gram negativas y lo transfiere a CD14 a
través de la interaccion con TLR4 y MD-2, induciendo de esta forma la
sefalizacion celular proinflamatoria. Tras haber sido inducida por alérgenos de
los acaros del polvo doméstico, la activacidon de macréfagos alveolares es
inhibida por la SP-D porcina a través de complejos CD14/TLR4 de dichos
macrofagos (Liu et al., 2005). Ademas, se ha descrito la implicacién de la SP-
D, entre otras moléculas solubles, en la exacerbacion y en la resolucién de la
inflamacion (Litvack y Palaniyar, 2010). En conjunto, todo lo anterior apoya el
concepto de que la SP-D puede ser un importante modulador de la

inflamacion pulmonar inducida por alérgenos. Se ha demostrado que Der p 2,
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uno de los principales alérgenos del D. pteronyssinus, y probablemente
también otros alérgenos, tienen una alta homologia estructural y funcional con
MD-2. Der p 2 es capaz de interaccionar con TLR4, CD14 y LPS y bajar el
umbral de respuesta a este ultimo, permitiendo la respuesta a cantidades
extremadamente bajas de LPS (como las que hay en el ambiente) y
promoviendo una respuesta tipo Th2. Der p 2 actia como autoadyuvante
induciendo la generacion de linfocitos efectores Th2. En humanos, la
exposicién a niveles altos de LPS protege del desarrollo de alergia pero la

exposicion a LPS puede exacerbar un asma preexistente.

El alelo rs721917-T (Met'"), asociado en nuestro estudio al riesgo de
desarrollo de asma persistente, también se ha asociado en poblacion
finlandesa con mayor riesgo de prematuridad en familias con multiples partos
prematuros en comparacion con familias con sélo partos a término
(Karjalainen et al., 2012). Ademas, se han identificado varias asociaciones de
polimorfismos en los genes de las SPs con enfermedades comunes y
multifactoriales, como el asma vy la rinitis alérgica. En un estudio realizado en
nifos de raza negra, el alelo rs721917-C (Thr'") se asocidé con menor atopia v,
potencialmente, con menor susceptibilidad a asma (Brandt et al., 2008). Otro
estudio realizado en poblacién china indica que dicho alelo de SFTPD (Deng
et al., 2009) se asocia con mayor riesgo de desarrollo de rinitis alérgica en
poblacion china. Por el contrario, no se detecté asociacidbn con asma de
ninguno de los SNPs no sindnimos de ese gen en un estudio, mas amplio que
los anteriores, realizado con 322 nifios alemanes con asma y 270 controles
(Krueger et al., 2006).

En el presente estudio se ha detectado que el alelo rs721917-C (Thr'?)
se asocia con un menor desarrollo de asma persistente en pacientes alérgicos
a acaros del polvo doméstico y también se relaciona con un menor porcentaje
de FEV1y menores niveles de SP-D en el suero. Aunque esto puede parecer
contradictorio, revisando la literatura observamos distintos matices que
podrian explicar este efecto dual. En nuestro estudio hemos analizado la
influencia de los genes de las SPs sobre los niveles de SP-D séricos en
individuos de la PGE y en individuos con alergia a los acaros del polvo

doméstico. Se sabe que la concentraciéon de SP-D en suero se incrementa
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significativamente con la edad, el tabaquismo y en relacion al sexo masculino
(Sorensen et al.,, 2006b). Por este motivo, en este trabajo hemos incluido
solamente pacientes no fumadores. Se ha detectado un aumento de la SP-D
en el liquido alveolar y en el suero de pacientes con asma (Koopmans et al.,
2004,Erpenbeck et al., 2006), lo que posiblemente traduce un aumento de los
niveles pulmonares y un incremento de la permeabilidad bidireccional del
tejido epitelial respiratorio. No obstante, aunque en nuestro estudio hemos
encontrado menores niveles en suero de los esperados en pacientes
alérgicos, estas diferencias pueden explicarse por el tratamiento que
requieren y al que, de hecho, estan sometidos la mayoria de los pacientes con
asma persistente, que consiste habitualmente en un corticoide inhalado y un
B-2-agonista de accion prolongada. Se sabe que este tratamiento disminuye
los niveles séricos de SP-D en pacientes con EPOC tras tres meses de
administracion continuada (Liu et al., 2014). Por tanto, no siempre un cambio
de alelo se refleja en los niveles séricos de la SP-D, lo que sugiere que las

diferencias de niveles no son las que explican los efectos observados.

Los factores asociados con el aumento de la SP-D en el suero en
sujetos sanos son: la edad, el indice de masa corporal y el género masculino
(Sorensen et al., 2006b,Sorensen et al., 2006a,Zhao et al., 2007). Un estudio
poblacional demostré una correlacion entre el aumento de SP-D en suero de
sujetos fumadores y la reduccion de su funcion pulmonar, por lo que se
sugiere que puede servir como un marcador clinico de dafo pulmonar
inducido por el humo del tabaco. En concordancia con esto, en un estudio en
pacientes con EPOC, se encontrd una correlacién negativa de los niveles de
esta proteina con los parametros de la funcién pulmonar en los fumadores
(Winkler et al., 2011). Este resultado, sin embargo, no pudo ser reproducido
en el estudio multicéntrico de cohorte “Evaluation of COPD Longitudinally to
Identify  Predictive Surrogate Endpoints” (ECLIPSE) (Lomas et al.,
2009,Vestbo et al., 2011), ni en un estudio de gemelos suecos (Engstrom et
al., 2012), donde un grupo de los sujetos controles no eran fumadores. Tres
estudios de cohortes han demostrado que el tratamiento con corticosteroides
orales disminuye los niveles séricos de SP-D (Eickhoff et al., 2008,Lomas et

al., 2009,Liu et al., 2014) y en uno de ellos se observo que la SP-D sérica se
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relacionaba con la atenuacion de los sintomas y el cambio en el porcentaje de
FEV1. En un estudio realizado en gemelos, el alelo rs721917-C se asoci6 a
menores niveles de SP-D sérica (Sorensen et al., 2006b) y, en otro estudio,
también se relacioné6 con menores niveles séricos y con el desarrollo de
enfisema (Ishii et al., 2012b). Varios SNPs en el gen de la SP-D se han
asociado previamente con el porcentaje de FEV+1 en la EPOC. En una cohorte
de 1.719 pacientes con EPOC en el estudio ECLIPSE, ya citado, se hallaron
28 SNPs con influencia sobre la SP-D sérica, entre ellos el SNP rs791917. Sin
embargo, el mayor efecto se observo con el alelo menos frecuente del SNP
del promotor de la SP-D (rs718855571-G) (Foreman et al.,, 2011), que fue
incluido en nuestro estudio por ese motivo y confirmamos dicha asociacién en
nuestra poblacion. Ademas el SNP rs7271917 también se asocié en el estudio
ECLIPSE, junto a otros SNPs, con el porcentaje de FEV1 y, en un estudio
GWAS con el riesgo de desarrollo de la EPOC (Kim et al., 2012).

La SP-A, y posiblemente también la SP-D, protegen del dafno oxidativo
a los fosfolipidos del surfactante (McCormack, 1998). In vitro se ha
demostrado que la exposicion de distintas variantes genéticas de SP-A al
ozono provoca la produccidon de distintas cantidades de citocinas
proinflamatorias IL-8 y TNF-a, como respuesta al estrés oxidativo (Wang et al.,
2002). Esto sugiere que distintas variantes genéticas pueden influir de forma
diferente sobre la regulacion de la respuesta inflamatoria. No obstante, la SP-
D difiere en estructura de la SP-A, y forma grandes multimeros unidos por sus
regiones amino terminales. Hay dos residuos de cisteina localizados en la
region hidrofébica amino terminal de la SP-D (residuos 15 y 20 de la proteina
final ya procesada) que son criticos para la oligomerizaciéon de la proteina a
través de los puentes disulfuro. Con esta organizacion, los dominios amino
terminales quedan escondidos en el centro de la proteina, lo que hace que se
vea limitada la capacidad de la SP-D para activar las cascadas de
sefalizacion necesarias en la inflamacién. No obstante, esta estructura mas
ampliamente organizada resulta eficaz en la opsonofagocitosis y en el
mantenimiento de un estado antiinflamatorio a través de la unién al receptor
SIRPa de la membrana del macréfago (Wang et al., 2004,Leth-Larsen et al.,

2005). En un modelo de dafio pulmonar en raton, esas cisteinas estan
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reducidas cuando la proteina se encuentra en forma de dodecamero, lo que
las hace susceptibles a la S-nitrosilacién por parte del éxido nitrico (NO) tanto
con los niveles enddgenos como en experimentos in vitro. La S-nitrosilacion
es un mecanismo de modificacion covalente y postraduccional que puede
implicar consecuencias importantes en la sefializacion que median las SPs
para el control de la inflamacion pulmonar. Esta modificacion es capaz de
producir la disrupcion de los multimeros de SP-D dando lugar a trimeros de
SP-D modificados, denominados (SNO)-SP-D (Guo et al., 2008). EI NO es
una molécula reguladora y mediadora en muchas enfermedades, como el
dafio pulmonar agudo, la displasia broncopulmonar, el SDRA y el asma
(Ricciardolo et al., 2004). Se trata de un radical relativamente estable que se
incrementa en el aire exhalado de individuos asmaticos. Su sintesis excesiva
se ha implicado en la patogénesis de la inflamacion en el asma. EI NO
producido en los pulmones es un importante regulador de diversos eventos en
el tracto respiratorio, tales como modificaciones del tono de las vias aéreas,
regulacion del tono vascular pulmonar, estimulacion de la secrecion de
mucina, modulacién de la depuracion mucociliar a través del efecto en la
frecuencia del batido ciliar y vigilancia inmunolégica, incluyendo los efectos
tumoricida y bactericida (Ashutosh, 2000). Los (SNO)-SP-D producen la
quimioatraccion de los macrofagos y la induccion de la fosforilacion de p38-
MAPK a través de la capacidad de sefalizacion que, posiblemente, esta
mediada via calreticulina/CD91. Por tanto, el NO es capaz de producir
alteraciones a nivel de la estructura cuaternaria de la proteina promoviendo la
actividad pro-inflamatoria y, en definitiva, alterando la inmunidad innata
pulmonar. En nuestro estudio encontramos que la variante rs721917-T (Met'")
se asocia al desarrollo de asma persistente en pacientes alérgicos a los
acaros del polvo doméstico. La presencia de una Thr en el lugar de una Met
en el dominio N-terminal de la SP-D podria implicar una ventaja
antiinflamatoria ya que la Met contiene azufre y, por eso, es particularmente
susceptible a la oxidacidén por parte de las especies reactivas de oxigeno. La
oxidacion de la Met resulta en la formacibn de una mezcla de dos
diastereoisbmeros de sulféxido de metionina R y S. Estas formas de Met
oxidada pueden ser reducidas por las enzimas metionina-sulféxido reductasas

como proteccion frente al estrés oxidativo, de modo que si no actuan
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adecuadamente no hay una reparacion de la Met oxidada y se puede llegar a
alterar la estructura de las proteinas, lo que implicaria la pérdida de algunas

de sus funciones (Kim et al., 2014).

La exposicion a contaminantes atmosféricos, en especial a NOz2, tiene
efectos sobre la salud respiratoria. Se ha relacionado, tanto con las visitas a
los Servicios de Urgencias e ingresos hospitalarios, como con la incidencia y
las exacerbaciones del asma y el absentismo escolar (OMS). Se sabe que los
individuos con asma tienen tres veces mas NO en las vias aéreas inferiores y
en el aire exhalado. Existen evidencias definitivas de la presencia de un
estado metabdlico de estrés oxidante en el asma, lo cual no es sorprendente
considerando la naturaleza inflamatoria del proceso. Sin embargo, se
desconoce el papel que desempefian las especies reactivas de oxigeno en la
cascada de eventos inflamatorios e inmunolégicos caracteristicos del asma.
En poblacién general italiana, la exposicion a NO:2 se relacion6 con un
incremento de 1,7 veces de la incidencia de enfermedades respiratorias
agudas (Ricciardolo et al., 2004). En un grupo de nifios chinos con asma, la
exposicion a NO2 se relacion6 con un aumento de 1,5 veces de

exacerbaciones de asma o crisis de asma (Hammad et al., 2009).

Por otro lado, la expresion de dos microARNs, miR-155 y miR-21,
regulan la proliferacibn monocitica y granulocitica y, si actian de manera
sinérgica, activan a STAT3 via SHIP-1 logrando la expresion de muchas
citocinas, quimiocinas y otros mediadores como la IL-6. Los analisis en
subpoblaciones linfocitarias indicaron que dichos microARNs inducen la
expansion de monocitos y granulocitos de origen mieloide. En fase tardia, el
miR-21 induce, entre otros factores, IL-10 e inhibe la produccion de miR-155
(Li et al., 2014). En la actualidad ya existen lineas de raton que expresan el
gen humano SFTPD. Recientemente se ha experimentado con un modelo de
raton transgénico para el polimorfismo rs721917 (Met''Thr) y se ha sugerido
que, en la respuesta aguda a la inflamacion alérgica, este SNP influye en la
regulacion de la produccion de dichos microARNs, implicados en la
proliferacion de células relacionadas con la inmunidad innata (Winkler et al.,
2014). En un modelo de ratdén al que se le indujo alergia a la ovalbumina, el

grupo que expresaba la SP-D que contenia el alelo rs721917-C (Thr'?)
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aumenté la produccidon de miR-155 y miR-21 y, en cambio, el grupo de
ratones con el alelo rs721917-T (Met'") mostraron una disminucién de miR-21.
Estos hallazgos sugieren que los ratones que portan la variante con la Met'’
tienen afectada la capacidad antiinflamatoria llevada a cabo por miR-21 en
fase tardia. En nuestro estudio encontramos que los pacientes con asma
persistente eran portadores con mayor frecuencia del alelo rs721917-T
(Met'"). En conjunto, este SNP podria estar modulando la capacidad para
regular la sefalizacion antiinflamatoria. Ademas, los ratones que portaban
rs721917-C (Thr'"), tras ser sensibilizados a ovoalbumina, mostraron menores
niveles de IL-5 y menos cantidad de eosindfilos. Este dato también se puede
traducir como una menor respuesta inflamatoria Th2. Paralelamente se puede
observar que ese alelo, rs791917-C (Thr'"), es mas frecuente en el grupo de

personas alérgicas sin asma persistente incluido en esta tesis.

En resumen, el efecto que el cambio Met''Thr puede tener en las
funciones de la proteina, como son la eliminacién por opsonofagocitosis de
bacterias y virus, su afinidad por alérgenos (como los de acaros del polvo) y
por el LPS y peptidoglicanos, asi como en la susceptibilidad a la S-
nitrosilacion, pueden explicar su efecto en el desarrollo del asma y en las

alteraciones de la funcién pulmonar.

En un principio puede parecer contradictorio el efecto dual del alelo
Met""Thr en la susceptibilidad a asma persistente en individuos alérgicos a
acaros del polvo (rs721917-T , Met'?, predispone a asma persistente) y en la
funcién pulmonar (rs721917-T ,Met!! se asocia con mejores parametros de
funcién pulmonar). Sin embargo, dadas las multiples funciones de la SP-D y
de su papel tanto pro como antiinflamatorio, dependiendo del estado
pulmonar, un mismo alelo podria afectar de forma distinta a cada una de estas
funciones vy, por lo tanto, afectar también en distinto grado y en distinto sentido

a la susceptibilidad al asma y la funcién pulmonar.
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2.7.6

En coherencia con los resultados obtenidos y discutidos en este

segundo estudio, se han alcanzado las siguientes conclusiones:

Ninguno de los SNPs estudiados de los genes SFTPA2, SFTPA1 y
SFTPD se asocian individualmente a la alergia a los acaros domésticos
cuando se compararon con la PGE. Sin embargo, el haplotipo 7A y el D’-
TCCGTA se asocian con mayor riesgo mientras el 1A%A2D3>-TCCACA se

asocia con mayor proteccion.

Los pacientes con cromosomas que contienen el alelo rs721917-C del
gen SFTPD tienen un asma menos grave. Este SNP tiene caracter protector al
comparar la PGE y los pacientes con AAP, al comparar los pacientes con APP
tanto con los pacientes con ASAP, como con los pacientes con AAl. En esta
ultima comparacion el rs2243639-C se asocia con riesgo. Las asociaciones

haplotipicas son débiles y no superan las correcciones estadisticas.

Los pacientes con cromosomas que contienen el alelo rs721917-C del
gen SFTPD tienen menores valores de porcentaje de FEV1 en aquéllos con
ASA y con AAP. La asociacién mas significativa relaciona el alelo rs723192-T
con menores niveles de FEV1 en individuos con AAP, aunque el mayor

impacto sobre el porcentaje de FEV1lo ejerce el alelo rs1885551-G.

Los pacientes con AAP, sometidos a tratamiento, tienen menor
concentracion de SP-D en el suero que los sujetos de la PGE y los pacientes
con ASA. El mayor impacto sobre la disminucidén de la concentracion sérica de
SP-D en pacientes con ASA lo ejerce el alelo rs1885551-G del gen SFTPD

mientras en la PGE lo hace el alelo rs723192-T.

Los cromosomas con el alelo rs721917-C tienen menores niveles de
SP-D, tanto en el grupo de los pacientes con AAP como en el grupo de
pacientes con ASA. La correlacién entre el porcentaje de FEV1 y la SP-D
sérica es directa en los pacientes no fumadores con AAP que presentan el
genotipo rs721917-CC.

Nuestros resultados indican que, principalmente, variantes en SFTPD
son las que influyen en la gravedad del asma en pacientes con alergia a los

acaros domeésticos.
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CONCLUSIONES

Dado el impacto que poseen en nuestra sociedad las tres
enfermedades incluidas en el estudio, las posibles implicaciones de esta
investigacion son potencialmente utiles. Se trata de enfermedades
pulmonares muy prevalentes que pueden acarrear consecuencias graves para
la vida del individuo que las sufre. Aportar mayor conocimiento acerca de los
mecanismos implicados en estas entidades es trascendente para futuros

tratamientos o métodos de prevencion.

Es probable que los mecanismos que implican la funcién y la regulacion
de la SP-A y la SP-D en las enfermedades humanas se superpongan o
difieran dependiendo del contexto fisiologico o trastorno asociado con cada
enfermedad en particular. Esto se debe a que se producen variaciones en las
interacciones de la SP-A y de la SP-D con los mismos o diferentes patdgenos
y/o las diversas moléculas que intervienen en la modulacién de la respuesta

inflamatoria.

Las variantes genéticas asociadas a la proteccién frente a los fenotipos
especificamente estudiados en esta Tesis Doctoral tienen cabida en un area
de la Biomedicina que esta desarrollandose actualmente, la personalizacion
aplicada avanzada y/o la gendmica personalizada. Tras la reproduccion de
estos hallazgos en otras poblaciones, e investigaciones mas profundas, los
resultados obtenidos pueden ayudar a identificar a aquellos individuos mas
susceptibles a la enfermedad grave, lo que supondria una mejora en el

manejo de la enfermedad.

La investigacion biomédica puede no tener aplicaciones
comercializables a corto plazo, pero a medio o largo plazo permite una
considerable mejora en la salud y en la calidad de vida de la poblacion y, en
consecuencia, un impacto sobre la actividad econdémica. Los resultados de

nuestros estudios pueden ayudar al disefio de ensayos clinicos dirigidos a
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analizar terapias biologicas de Ila terapia pulmonar basada en la
administracion de surfactante exdgeno en la infeccidn respiratoria grave o el
asma alérgico, asi como a la identificacion de aquellos individuos que
presentan variantes genéticas asociadas como factor de riesgo y que se
podrian beneficiar en el futuro de tratamientos y medidas preventivas

especificas (medicina personalizada y farmacogenomica).

Uno de los principales retos en el campo de las ciencias y la salud es
seguir avanzando en la traslacién de resultados entre la investigacion y la
sanidad asistencial (investigacion biosanitaria). En la evolucién, el rasgo que
tiene valor adaptativo permite al individuo sobrevivir y reproducirse. Esto se
consideraria el éxito. La actual velocidad en el flujo de informaciéon hace que
se impongan nuevas maneras de investigar, siendo esencial la integracion y
verificacion de toda la informacion disponible, el éxito podria considerarse si
se ha aportado una investigacion que en el futuro se pueda aplicar para

mejorar el manejo de la gravedad de algunas enfermedades pulmonares.
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FICHA RECOGIDA DATOS CLINICOS / EPIDEMIOLOGICOS PARA EL
ESTUDIO DE NEUMONIA ADQUIRIDA EN LA COMUNIDAD

NOMBRE Y APELLIDOS:

N° H@ C#: Extranjero SI NO (sies Si, no es valido para el estudio)
PROCEDENCIA: FECHA INGRESO:

ANTECEDENTES:

Tabaco (pag./afio): Alcohol (gr/dia): Otras drogas:

EPOC: SI NO Asma: SI NO Bronquiectasia: SI  NO Neoplasias: SI NO
Cardiopatia isquémica: SI NO Otros cardiolégico: Diabetes: SI NO
Enfermedad renal: SI NO HD: SI NO

Enfermedad hepatica: SI NO Enfermedad neurolégica: SI NO

Sospecha aspiracion: SI NO Alt. Deglutorias:  SI NO VIH: SI NO
ATB previos: SI  NO ¢Cual? ¢ Cuanto tiempo?

Corticoides crénicos: SI NO Otros inmunosupresores:  SI NO ¢ Cual?

Enfermedad autoinmune: SI NO  ;Cual? Esplenectomia: SI NO
Neumonias previas: SI NO TBC: SI NO Infecciones previas: SI  NO
Hospitalizacion previa: SI NO Motivo:

Distress: Duracion fiebre:

Vacunaciéon neumococo previa: SI NO DESC

EXAMEN FisICO:

FR >30 rpm: FC: TA: Temp.: Derrame pleural: SI NO
Sodio: Glucosa: Hto.: BUN: PaO2 o SaHb:
Lactato al diagnostico: mmol/L % Reduccion lactato con tratamiento:

COMPLICACIONES:

Shock: SI NO CID: SI NO I.Renal: SI NO |.Resp.: SI  NO
Met. Sépticas: SI NO Bacteremia: SI NO Otros: SI NO
SDRA:SI NO FMO: SI NO Ingreso UMI:  SI NO

V.M.: SI NO (Invasiva: SI NO) Muerte: SI NO Fecha fallecimiento:
FINE: APACHE II:

Mortalidad relacionada: SI NO Dias hospital:

Mortalidad APACHE: Dias UMI: ATB/ATS: SI
NO

Microbiologia:
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FICHA RECOGIDA DATOS CLINICOS / EPIDEMIOLOGICOS PARA EL
ESTUDIO DE GRIPE A POR AIV H1N1 2009

NOMBRE: FECHA DE NACIMIENTO:

Ne Ha Cc: ORIGEN ETNICO (PAIS):

PROCEDENCIA: Comunitaria O Residencia o Institucion [ Adquisicion hospitalaria [0
Personal sanitario O

FECHA INGRESO: FECHA ALTA EXITUS O NO Ingreso O
Fecha de aislamiento de H1N1: Exudado faringeo OJ BAS/LBA O

ANTECEDENTES:

Tabaco (paq./afio): Alcohol (gr/dia): Otras drogas:

DOMICILIO URBANO [ DOMICILIO RURAL O EMPLEO:
EMBARAZADA: 0  CONTACTO CON PACIENTES AFECTOS/SOSPECHOSOS [

VIAJE A ZONA DE RIESGO EPIDEMIOLOGICO O

HTA O  DIABETES O HIPERLIPEMIA O

CARDIOPATIA ISQUEMICA O VALVULOPATIA O INSUF CARDIACA 0  ARRITMIA O
EPOC O  ASMA O  BRONQUIECTASIAS O  OTRANEUMOPATIA O  CORTIC INHALAD
O

ENF RENAL CRONICA O HEMODIALISIS O ENFERMEDAD NEUROLOGICA O Tipo
HEPATOPATIACRONICA O  CIRROSIS O (Enolica O  Virica O  Otras O)

TRASPLANTE O (Tipo )

ENF INFLAMATORIA INTESTINAL O ULCUS O  HIPER/HIPOTIROIDISMO O
NEOPLASIASOLIDA O  MTX O  NEOPLASIA HEMATOLOGICA O  QUIMIOTERAPIA O

VIH O ESPLENECTOMIA O  CORTICOIDES SISTEMICOS O

OTROS INMUNOSUPRESORES [ (Tipo ) ENF AUTOINMUNE I (Tipo )
INDICE DE COMORBILIDAD DE CHARLSON (Crudo y ajustado por edad):

NEUMONIAS PREVIAS O TBC O INFEC. RESPIRATORIAS DE REPETICION (>3/ANO) O
Hospitalizacién previa: SI NO Motivo:
VACUNACION ANTINEUMOCOCICA O VACUNACION VIRUS H1N1 2009 O

VACUNACION GRIPE ESTACIONAL 2009 O VACUNACION GRIPE AAOS PREVIOS O

DATOS CLINICOS:

PESO KG TALLA CM IMC
TA: FC: FR: Temp: Sa02
SINTOMAS:

TOS O ODINOFAGIA O RINORREA O CEFALEA O MIALGIAS 0O  CONJUNTIVITIS O
EXPECTORACION BLANQUECINA O PURULENTA O DISNEA O ASTENIA O
NAUSEAS/VOMITOS O DIARREA O ESCALOFRIOS O

TRATAMIENTO CON ANTIVIRALES 0O TIEMPO DESDE SINTOMAS HASTA TRATAMIENTO ___ dias
DURACION DEL TRATAMIENTO CON ANTIVIRALES dias TIPO/DOSIS

TRATAMIENTO AMBULATORIO CON ANTIBIOTICOS O TIPO DIAS

TIEMPO DE DURACION DE LA FIEBRE/SINTOMAS DIAS

TIEMPO HASTA NECESIDAD DE INGRESO HOSPITALARIO DIAS
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COMPLICACIONES / ESTANCIA HOSPITALARIA:

Hemoglobina Leucocitos Neutrofilos Neutrofilos %__
Linfocitos Linfocitos %__ Plaquetas Indice de Quick___
Glucosa Urea Cr Albumina

VSG PCR Procalcitonina Ferritina

Lactico Na K Bb Tot

AST ALT GGT FA

LDH CK Colesterol

INSUFICIENCIA RESPIRATORIA AGUDA: SI NO
pH__ pa02 pCO2 HCO3
TRASTORNOS DEL NIVEL DE CONCIENCIA O
INFILTRADOS EN RXTX UNILOBARES I  MULTILOBARES/BILAT O  DERRAME PLEURAL O
NEUMONIA BACTERIANA SECUNDARIA : S| NO
FINE: APACHE II: SOFA Score CURB65
DETERIORO DE FUNCION RENAL I  NECESIDAD DE DEPURACION EXTRERRENAL [
SHOCK O  SDRA O  FRACASO MULTIORG 0O
INGRESOENUMI O  VMNI O  IOT O  DIAS DESDE INGRESO HOSP HASTA UMI
DIAS DE ESTANCIAENUMI __ DIAS DE IOT
NECESIDAD DE VASOPRESORES O (Tipo )
TRATAMIENTO CON ESTEROIDES O

Microbiologia: (Especificar gérmenes aislados y fuente de aislamiento, sin contar con H1N1)

TRATAMIENTOS ANTIBIOTICOS CONCOMITANTES (INDICAR TIPO Y DURACION)
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FICHA RECOGIDA DATOS CLINICOS / EPIDEMIOLOGICOS PARA EL
ESTUDIO ALERGIA/ASMA

NOMBRE: F. NAC: N° H? C2:
ESP/ CAUCASICO;; 4112 FECHA ESTUDIO: MARZO/ABRIL/MAYO 2011  Fecha 1°
estudio:

otros

TRATAMIENTO (1°visita): A-H1 COs/n A-H1s/n B2AAC B2AAL ITE Teofilinas
Colirios-AH

CO inh DB+B2AAL CO inh DA+B2AAL Antileucot. COinHDB CO inH DA CO.oral

CO inh DM+B2AAL COinH DM
OMALIZUMAB
TRATAMIENTO ( Ultima visita): sin cambios [ modificado [

A-H1 COs/n A-H1s/n B2AAC B2AAL ITE Teofilinas Colirios-AH
CO inh DB+B2AAL CO inh DA+B2AAL Antileucot. COinh DB CO inh DA CO.oral

CO inh DM+B2AAL COinH DB
OMALIZUMAB

CONJUNTIVITIS: NOO sid

RINITIS: NOOSIO INTERMITENTE O PERSISTENTE [O.// LEVE O MODERADO O
GRAVE O

ASMA: NOOSIO INTERMITENTE O PERSISTENTE O.// LEVE O MODERADO O
GRAVE O

POLIPOSIS: NO O SIO

SINUSITIS CRONICA.: NOoOSIO
INTOLERANCIA A AINES NO O SIO D.ATOP.:NO O SIO
OTROS EPIS. DE ANAFILAXIA: NOO SI O BRONQUITIS CRONICA.: NO O SI O

ANAFILAXIA POR HARINAS: NOOSIO

ALERGIA A ALIMENTOS NOOSIO VEGETALESO MARISCOSO OTROS O

TABAQUISMO NO[_| sI [] Cigarrillos dia: ;. Fumador pasivo: NO[_| sI[]
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PARAMETROS BIOLOGICOS Y ESTUDIOS FUNCIONALES:

Leuco: Neut ; Linfo : Monoci; ; Eosinof Basofi
x1073/uL

Neut % Linfo % Mon; %; Eos %Basofi % Hb: ; Cito exud
nasal: %

AlA.: mg/dL 1gG ; 1gA ; lgM

Genética Alpha 1-AT (M/S/Z):  Negativo S/Z  Portador: SS Sz MS Mz T 2z

EFR: Normal [J; Restriccion leve OJ; mod [OJ; grave OJ Obstruccion leve [J; mod [J; grave O
FVC: %; FEV1: %; l. Tiffeneau: %;

NIOXX:

Test de Broncodilatacion NO [0 SIO (+)O (-)Od /I Metacolina: NO O SIO (+)O
()

IgE especificas y pruebas cuaneas en prick: en KU/L

IgE.T............ Dp: ; Df ; Assir: Lepid.:__ ;Tyrp.:__ ;Emay:___ ;;B.Tro.___ ;Olea
eur.__ lLoliper: _ ;;Artvulg.: _ ;Plumas.: __ ;; D.perro: __ ;D.gato: __ ; D.cone: ___; D.cucar:
_ ;D.cab: ___;lLatexi_

Prick (+) frente acaros del polvo doméstico No O SIO. ;Cudles? .o,
Prick (+) frente acaros del depésito No O SIO. ;Cudles? ...,
Prick (+) frente a hongos No O SIO.;Cudles?  ....oiiiiiiiiiiins
Prick (+) frente a pdlenes No O Sl O.;Cudles? ..o,
Prick (+) frente a latex No O SIO.;Cudles? ...
Prick (+) frente epitelios animales No O SIO.;Cudles? ...,
Prick (+) frente alimentos No O SIO.;Cudles? .o
CELIAQUIA: NO O; SIO; DESCL;

NEUMONIA PREVIA: NO [I; SI 0 ; DESC [J; Cuantas...............
INFEC. RESPIRATORIAS DE REPETICION (>3/ANO): ; NO O sid NO CONOCIDO 0O
Infecciones relevantes (tipo, recurrencia):

Otras enfermedades.................cccooiiiiiiiiinn.
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Abstract

healthy controls.

outcome of CAP.

Introduction: Genetic variability of the pulmonary surfactant proteins A and D may affect clearance of microorganisms
and the extent of the inflammatory response. The genes of these collectins (SFTPAT, SFTPA2 and SFTPD) are located in a
cluster at 10g21-24. The objective of this study was to evaluate the existence of linkage disequilibrium (LD) among
these genes, and the association of variability at these genes with susceptibility and outcome of community-acquired
pneumonia (CAP). We also studied the effect of genetic variability on SP-D serum levels.

Methods: Seven non-synonymous polymorphisms of SFTPAT, SFTPA2 and SFTPD were analyzed. For susceptibility,
682 CAP patients and 769 controls were studied in a case-control study. Severity and outcome were evaluated in a
prospective study. Haplotypes were inferred and LD was characterized. SP-D serum levels were measured in

Results: The SFTPD aal1-C allele was significantly associated with lower SP-D serum levels, in a dose-dependent manner.
We observed the existence of LD among the studied genes. Haplotypes SFTPAT 6A° (P = 00009, odds ration (OR) = 0.78),
SFTPA2 1A% (P = 0002, OR = 0.79), SFTPAT-SFTPA2 6A°-1A° (P = 0.0005, OR = 0.77), and SFTPD-SFTPAT-SFTPA2 C-6A>-1A° (P =
0.00001, OR = 0.62) were underrepresented in patients, whereas haplotypes SFTPA2 1A’ (P = 000007, OR = 6.58) and
SFTPAT-SFTPA2 6A°-1A (P = 00007, OR = 3.92) were overrepresented. Similar results were observed in CAP due to
pneumococcus, though no significant differences were now observed after Bonferroni corrections. 74’ and 6A-1A were
associated with higher 28-day and 90-day mortality, and with multi-organ dysfunction syndrome (MODS) and acute
respiratory distress syndrome (ARDS) respectively. SFTPD aal1-C allele was associated with development of MODS and ARDS.

Conclusions: Our study indicates that missense single nucleotide polymorphisms and haplotypes of SFTPAT,
SFTPA2 and SFTPD are associated with susceptibility to CAP, and that several haplotypes also influence severity and

Introduction

Community-acquired pneumonia (CAP) is the most
common infectious disease requiring hospitalization in
developed countries. Several microorganisms may be
causative agents of CAP, and Streptococcus pneumoniae
is the most common cause [1]. Inherited genetic
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Negrin, Barranco de la Ballena s/n, Las Palmas de Gran Canaria, 35010, Spain
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variants of components of the human immune system
influence the susceptibility to and the severity of infec-
tious diseases. In humans, primary immunodeficiencies
(PID) affecting opsonization of bacteria and NF-xB-
mediated activation have been shown to predispose to
invasive infections by respiratory bacteria, particularly S.
pneumoniae [2]. Conventional PID are mendelian disor-
ders, but genetic variants at other genes involved in
opsonophagocytosis, with a lower penetrance, may also

© 2011 Garcia-Laorden et al,; licensee BioMed Central Ltd. This is an open access article distributed under the terms of the Creative
Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.
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influence susceptibility and severity of these infectious
diseases with a complex pattern of inheritance [3].

In the lung, under normal conditions, microorganisms
at first encounter components of the innate immune
response, particularly alveolar macrophages, dendritic
cells and the lung collectins, the surfactant protein (SP)-
Al, -A2 and -D. SP-A1, -A2 and -D belong to the col-
lectin subgroup of the C-type lectin superfamily, and
contain both collagen-like and carbohydrate-binding
recognition domains (CRDs) [4]. Upon binding to
pathogen-associated molecular patterns (PAMPs), SP-A
and SP-D enhance the opsonophagocytosis of common
respiratory pathogens by macrophages [5,6]. Mice ren-
dered SP-A or SP-D deficient exhibit increased suscept-
ibility to several bacteria and viruses after intratracheal
challenge [7-9]. SP-A1, -A2 and -D also play a pivotal
role in the regulation of inflammatory responses
[4,10,11] and clearance of apoptotic cells [4,12,13]. In
mice, SP-A and SP-D have been shown to be non-
redundant in the immune defense in vivo [9].

The human SP-A locus consists of two similar genes,
SFTPAI and SFTPA2, located on chromosome 10q21-
24, within a cluster that includes the SP-D gene
(SFTPD) [11]. The nucleotide sequences of human
SFTPAI and SFTPA2 differ little (96.0 to 99.6%) [14].
Single nucleotide polymorphisms (SNP) at the SFTPAI
codons 19, 50, 62, 133 and 219, and at the SFTPA2
codons 9, 91, 140 and 223 have been used to define
the SP-A haplotypes, which are conventionally denoted
as 6A” for the SFTPAI gene and IA” for the SFTPA2
gene (see Table E1 in Additional File 1) [15]. Variabil-
ity at the SFTPD gene has been also reported. Particu-
larly, the presence of the variant amino acid (aa)-
11 (M11T) has been shown to lead to low SP-D
levels [16].

In the present study, we assessed the potential associa-
tion of missense polymorphisms of the SFTPAI,
SFTPA2 and SFTPD genes as well as the resulting hap-
lotypes, with the susceptibility to and the severity and
outcome of CAP in adults. In addition, we evaluated the
existence of linkage disequilibrium (LD) among these
genes, and the effect of genetic variability on SP-D
serum levels.

Materials and methods

Patients and controls

We studied 682 patients and 769 controls, all of them
Caucasoid Spanish adult individuals from five hospitals
in Spain. Foreigners and individuals with ancestors
other than Spanish were previously excluded in the
selection process. The diagnosis of CAP was assumed in
the presence of acute onset of signs and symptoms sug-
gesting lower respiratory tract infection and radio-
graphic evidence of a new pulmonary infiltrate that had
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no other known cause. A detailed description of the
exclusion criteria and clinical definitions are shown in
Methods in Additional File 1 [17-19]. The control group
was composed of healthy unrelated blood donors from
the same hospitals as patients.

For susceptibility, a case-control study was performed.
Severity and outcome were evaluated in a prospective
study of CAP patients. Demographic and clinical charac-
teristics of CAP patients included in the study are
shown in Table E2 in Additional File 1.

Measurement of SP-D serum levels

In order to analyze the effect of the SFTPD aall on SP-
D levels in our population, protein levels were measured
in serum samples from individuals in the control group
by means of a Surfactant Protein D ELISA kit (Antibo-
dyshop®™, Gentofte, Denmark).

Genotyping
Four haplotypes of SP-A1 (64, 6A°% 6A° and 64%) and
six of SP-A2 (1A, 1A% 1A%, 1A% 1A% and IAS) are found
frequently (>1%) in the general population [15]. On the
basis of the differences in non-synonymous SNPs
(SFTPA1-aal9, -aa50, -aa219, SFTPA2-aa9, -aa9l,
-aa223) the most frequent conventional haplotypes of
these genes, except 1A and 1A°, can be unambiguously
identified (see Table E1 in Additional File 1). However,
this method does not allow for the differentiation of
some of these haplotypes from those rare haplotypes
(frequency equal or lower than 1%) identified with the
SNPs indicated in Table E1 in Additional File 1. For
comparative purposes, in our study each haplotype was
denoted by the name of the most frequent haplotype for
a given combination of non-synonymous SNPs. Geno-
mic DNA was isolated from whole blood according to
standard phenol-chloroform procedure or with the
Magnapure DNA Isolation Kit (Roche Molecular Diag-
nostics, Pleasanton, CA, USA). Genotyping of poly-
morphisms in SFTPA1 (aal9, aa50, aa219), SFTPA2
(aa9, aa91, aa223) and SFTPD (aall) genes was carried
out using minor modifications of previously reported
procedures [15,20]. The accuracy of genotyping was
confirmed by direct sequencing in an ABI Prism 310
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) sequencer.
Haplotypes for each individual were inferred using
PHASE statistical software (version 2.1) [21]. The haplo-
type of SFTPA1, SFTPA2 or the haplotype encompassing
SFTPA1, SFTPA2 and SFTPD was ambiguous or could not
be assigned in 12 individuals, who were excluded from the
study. The order used for the haplotypes nomenclature is
SFTPD-SFTPA1-SFTPA2. Linkage disequilibrium (LD)
was measured by means of Arlequin (version 3.11) [22]
and Haploview [23] softwares in the control group. In
addition, pairwise LD between haplotypes of SFTPAI and
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SFTPA?2 as well as with the SEFTPD SNP was characterized
using Arlequin 3.11. The existence of LD was considered
if D’ >0.4.

Informed consent was obtained from the patients or
their relatives. The protocol was approved by the local
ethics committee of the five hospitals. All steps were
performed in complete accordance to the Helsinki
declaration.

Statistical analysis

Bivariate and multivariate statistical analyses were per-
formed using SPSS (version 15.0) (SPSS, Inc, Chicago,
IlI, USA) and R package [24]. A detailed description of
the statistical methods is shown in Methods in Addi-
tional File 1.
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Results

Susceptibility to CAP related to SFTPA1, SFTPA2 and
SFTPD gene variants

Seven non-synonymous SNPs were genotyped across the
region containing the SFTPD, SFTPA1 and SFTPA2
genes (Table 1). None of the SNPs showed a significant
deviation from Hardy-Weinberg equilibrium in controls.
Several major alleles were overrepresented in controls
compared with patients, but only SFTPAI aa50-G,
SETPA2 aa9-A and aa91-G remained significant after
Bonferroni correction for multiple comparisons.
A dominant effect of SFTPA2 aa9-A, and a recessive
effect of SFTPAIl aa50-G and aa219-C as well as
SFTPA2 aa223-C were associated with a lower risk of
CAP (see Table 1).

Table 1 Comparison of SNPs from SFTPD, SFTPA1 and SFTPA2 between patients with CAP and controls

Alleles comparison Genotypes comparison®

3 *

Controls (N = 769) CAP (N = 682) P OR (95% Cl) P OR (95% Cl)

SFTPD aall rs721917 TvsC Dominant
/T 269 (35.0) 272 (39.9) 0.681 095 (0.73 to 1.1.23)

7/C 361 (46.9) 281 (41.2) 0.266 1.09 (0.94t0 1.27) Recessive
cC 139 (18.1) 129 (18.9) 0.054 1.23 (1.00 to 1.53)

SFTPAT aal9 rs1059047 TvsC Dominant
/T 680 (88.4) 582 (85.3) 0.193* 0.22 (0.00 to 2.24)

7/C 88 (11.4) 96 (14.1) 0.056 0.75 (0.56 to 1.02) Recessive
(/e 1 (0.001) 4 (0.006) 0.081 0.76 (0.56 to 1.04)

SFTPAT aa50 rs1136450 Gvs C Dominant
G/G 320 (41.6) 232 (34.0) 0.060 0.77 (0.59 to 1.01)

G/C 330 (42.9) 319 (46.8) 0.002 0.79 (0.68 to 0.92) Recessive
(/& 119 (15.5) 131 (19.2) 0.003 0.72 (0.58 to 0.90)

SFTPAT aa219 rs4253527 CvsT Dominant
(/e 620 (80.6) 508 (74.5) 0.710 1.24 (0.39 to 3.94)

T 142 (18.5) 169 (24.8) 0.012 0.75 (0.59 to 0.95) Recessive
/T 7 (09) 5(0.7) 0.005 0.70 (0.55 to 0.90)

SFTPA2 aa9 rs1059046 Avs C Dominant
A/A 323 (42.0) 245 (35.9) 0.010 0.68 (0.51 to 0.91)

A/C 349 (45.4) 318 (46.6) 0.003 0.79 (0.68 to 0.92) Recessive
C 97 (12.6) 119 (17.4) 0018 0.77 (0.63 to 0.96)

SFTPA2 aa91 rs17886395 Gvs C Dominant
G/G 623 (81.0) 501 (73.5) 0.110 0.58 (0.29 to 1.14)

G/C 133 (17.3) 158 (23.2) 0.0002 0.66 (0.52 to 0.82) Recessive
C 13(1.7) 23 (34) 0.001 0.65 (0.51 to 0.83)

SFTPA2 aa223 rs1965708 Cvs A Dominant
C 503 (65.4) 419 (614) 0.151 0.66 (0.38 to 1.17)

A 244 (31.7) 234 (34.3) 0.071 0.85 (0.70 to 1.02) Recessive
A/A 22 (29 29 (4.3) 0.117 0.84 (0.68 to 1.04)

Frequency values are the number of individuals (%). SNPs: Single nucleotide polymorphisms; CAP: Community-acquired pneumonia.

*Uncorrected P-value for the bivariate comparison of alleles.

TUncorrected P-value for the bivariate comparison of genopytes. For the dominant allele effect, individuals homozygous for the more frequent allele or those
heterozygous for both alleles were defined as 1, and individuals homozygous for the minor allele were defined as 0. For the recessive allele effect, individuals
homozygous for the more frequent allele were defined as 1, with all others defined as 0.

*p-value by Fischer exact test.
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When haplotypes were inferred, seven different haplo-
types were found for SFTPA1 and eight for SFTPA2 (see
Table 2). All haplotypes except 64°, 6A*°, 1A*° and
1A"? had frequencies higher than 1% in our population.
The most frequent haplotype for SFTPAI and SFTPA2
were respectively TGC and AGC, which correspond
mainly with the 642 and 1A° haplotypes respectively.
The frequencies of both haplotypes were significantly
lower in patients compared to controls (P = 0.0009, OR
= 0.78; 95% confidence interval (CI) 0.67 to 0.91, for
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SFTPAI 6A%. P = 0.002, OR = 0.79; 95% CI 0.68 to 0.92,
for SFTPA2 1A°), even when Bonferroni correction was
applied. Several haplotypes were overrepresented in
patients compared with controls, but only 147° (P =
0.00007, OR = 6.58; 95% CI 2.24 to 26.22) remained sig-
nificant after Bonferroni correction. For the observed
odd-ratios, the power of the tests with a significance
level of 1% were 84.16%, 79.09% and 94.04% for the
haplotypes 647, 1A%nd 1A"° respectively. In addition,
dominant and recessive models showed a significant

Table 2 Comparison of haplotypes of SFTPA1 and SFTPA2 between patients with CAP and controls

Haplotype * Controls CAP pt Haplotype effect P¥
N = 1,538 N = 1,364 OR (95% ClI) OR (95% ClI)
SFTPAT
6A (CCO) 75 (4.9) 90 (6.6) 0.047 1.38 (0.99-1.92) Dominant 0.058 1.37 (0.99-1.91)
Recessive 0.347° 3.39 (0.27-178.36)
6A? (TGC) 934 (60.7) 745 (54.0) 0.0009 0.78 (0.67-0.91) Dominant 0.172 0.83 (0.64-1.08)
Recessive 0.0002 0.66 (0.53-0.82)
6A° (TCO) 362 (23.5) 343 (25.1) ns. Dominant 0.004 1.37 ( (1.11-1.69)
Recessive 0.146 1.35 (0.90-2.18)
6A" (TCT) 128 (83) 141 (10.3) 0.062 1.27 (0.98-1.65) Dominant 0.068 1.28 (0.98-1.68)
Recessive 0.726° 1.66 (0.32-10.76)
6A° (CCT) 4(0.3) 7 (0.5) ns. Dominant 0.107 2.56 (0.78-8.34)
Recessive na.
6A'? (TGT) 26 (1.7) 29 (2.1) ns. Dominant 0315 1.32 (0.77-2.28)
Recessive na.
6A"° (CGO) 9 (06) 9(07) ns. Dominant 0.996 1.00 (0.39-2.61)
Recessive na.
SFTPA2
1A (CCO) 134 (8.7) 147 (10.8) ns. Dominant 0.050 1.31 (1.00-1.71)
Recessive 0.80 1.13 (0.45-2.86)
1A% (AGO) 911 (59.2) 729 (53.4) 0.002 0.79 (0.68-0.92) Dominant 0.004 0.68 (0.52-0.88)
Recessive 0.025 0.78 (0.62-0.97)
AT (CGA) 219 (14.2) 222 (16.3) ns. Dominant 0.544 1.14 (0.91-1.44)
Recessive 0.076 1.91 (0.925-3.93)
1A? (CGO) 188 (12.2) 164 (12.0) ns. Dominant 0.806 0.97 (0.76-1.24)
Recessive 0.863 1.06 (0.53-2.12)
1A% (AGA) 61 (4.0) 46 (34) ns. Dominant 0.557 0.89 (0.59-1.33)
Recessive na.
1A7 (ACO) 21 (14) 32 (23) 0.049 1.74 (0.96-3.18) Dominant 0.031 1.88 (1.05-3.36)
Recessive 1.00° 0.56 (0.01-10.84)
1A (CCA) 4(0.3) 23 (1.7) 0.00007 6.58 (2.24-26.22) Dominant 0.00006 6.68 (2.30-19.40)
Recessive na.
1A (ACA) 0 1(0.1) ns. Dominant n.a.
Recessive na.

Frequency values are the number of chromosomes (%). CAP, Community-acquired pneumonia; n.s., non-significant; n.a., not assessable.
*Haplotypes for SFTPAT and SFTPA2, resulting from the different combinations of the three SNPs (Single nucleotide polymorphisms) studied at each gene, are

denoted using the conventional nomenclature [15].
TUncorrected P-value for the bivariate comparison of haplotypes.

*Uncorrected P-value for the bivariate comparison of genopytes. For the dominant haplotype effect, individuals homozygous or heterozygous for the allele of
interest were defined as 1, and individuals without the haplotype were defined as 0. For the recessive haplotype effect, individuals homozygous for the

haplotype of interest were defined as 1, with all others defined as 0.
Sp-value by Fischer exact test.
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dominant effect on CAP susceptibility for haplotypes
6A°, 1A% 1A” and 1A' and a recessive effect for haplo-
type 6A? (see Table 2).

Linkage disequilibrium of SFTPA1, SFTPA2 and SFTPD
genes

Pairwise LD (D’) measured by means of Arlequin con-
firmed the existence of LD among several SNPs at
SFTPAI and SFTPA2, whereas SFTPD aall was only
observed in LD with SFTPAI aal9 (see Figure 1).
A similar pattern of LD was observed when D’ was mea-
sured by means of the Haploview software (data not
shown). SFTPA1 and SFTPA2 were previously found to
be in LD [25,26]. The value of LD measured as r> was
very low for every pair of SNPs (data not shown), and
none of the studied SNPs could be used as haplotype-
tagging SNP to infer the observed haplotypes.

When pairwise LD was measured among haplotypes
instead among SNPs, SFTPA1 was found to be in LD
with SFTPD aall, but only a marginal LD was found
between SFTPA2 1A and SFTPD aall (see Table E3 in
Additional File 1).

Susceptibility to CAP related to haplotypes encompassing
SFTPA1, SFTPA2 and SFTPD

When haplotypes encompassing both SFTPA genes were
studied, we observed 39 of the 64 expected haplotypes,

50.5Kb 323.5Kb
A .

i =3
SFTPA2 SFTPA1 SFTPD
[5¢] = (o] 2] o [} -
N (<] © = 5] - ~—
N © © © © N ©
© © © © © ©
© ©

D[ T T

<0.3 0.4 0.5

I | T
06 07 038 0.9 1
Figure 1 Genomic organization, location of SNPs, and linkage
disequilibrium (D) map for SFTPD, SFTPA1 and SFTPA2 genes.
SNPs: Single-nucleotide polymorphisms. All the D’ values higher
than 0.3 were statistically significant (P < 0.05). Linkage
disequilibrium was measured in the control group.
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and only 14 haplotypes had frequencies higher than 1%
(data not shown). The most common SFTPAI-SFTPA2
haplotype, 6A°-1A°, was underrepresented in patients
(P = 0.0005, OR = 0.77; 95% CI 0.66 to 0.90), whereas
6A3-1A was overrepresented (P = 0.0007, OR = 3.92;
95% CI 1.63 to 10.80) (see Table 3). Both differences
remained significant after Bonferroni correction. For the
observed odd-ratios, the powers of the tests with a sig-
nificance level of 1% were 87.76% and 84.04% for the
haplotypes 64%-1A° and 6A%-1A respectively. On the
other hand, dominant and recessive logistic regression
models showed a significant dominant effect on CAP
susceptibility for haplotypes 64°-1A and 64-1A" and a
recessive effect for haplotype 64°-1A° (see Table 3). We
also intended to analyze whether phased variants
encompassing the three genes were involved in suscept-
ibility to CAP. Only 68 of the 128 expected haplotypes
were observed, and 16 of them had a frequency over
1%. Chromosomes containing C-64°-1A° were decreased
in patients when compared with controls (P = 0.00001,
OR = 0.62; 95% CI 0.50 to 0.77), a difference that
remained significant after Bonferroni correction. C-6A°-
1A° was also significantly associated with protection
against CAP in a dominant model (see Table 3).

A similar pattern of haplotype distribution was
observed when individual as well as two- and three-gene
based haplotypes were compared between pneumococcal
CAP patients and healthy controls (see Table E4 in
Additional File 1), though no significant differences
were now observed after Bonferroni corrections.

Outcome and severity of CAP patients related to genetic
variants at SFTPA1, SFTPA2 and SFTPD genes

When fatal outcome was analyzed, patients who died
within the first 28 days showed a higher frequency of
haplotypes 6477, 1A% and 6A-1A, and a lower frequency
of the major SFTPAlaal9-T and aa219-C alleles and of
haplotypes 64° and 64°-1A" (see Table 4). Similar results
were observed when 90-day mortality was analyzed (see
Table 4). For the observed odd-ratios, the power of the
tests with a significance level of 5% was 82.64% when the
protective effect of 64%-1A’ on 28-day mortality was eval-
uated, and 81.45% and 80.79% concerning the effect of
6A% and 6A%-1A" on 90-day mortality respectively.
Kaplan-Meier analysis (Figure 2) and log-rank test
(Table 4) also showed significantly different survival for
the above mentioned alleles and haplotypes. Cox Regres-
sion for 28-day survival, adjusted for age, gender, hospital
of origin and co-morbidities, was significant for haplotypes
6A" and 6A-1A, and it remained significant for haplotypes
6A° and 6A-1A when 90-day survival analysis was per-
formed (see Table 4). We also analyzed Cox Regression
adjusted for hospital of origin, PSI and pathogen causative
of the pneumonia, and we found similar results: for 28-day
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Table 3 Comparison of relevant haplotypes encompassing SFTPD, SFTPA1 and SFTPA2 between CAP patients and

controls
Haplotype” Controls CAP Pt Haplotype effect P*
OR (95% Cl) OR (95% Cl)
SFTPAT-SFTPA2
N = 1538 N = 1,364
6A%-1A” (TGCAGQ) 802 (52.1) 623 (45.7) 0.0005 0.77 (0.66-0.90) Dominant 0.028 0.77 (0.61-0.97)
Recessive 0.0005 0.65 (0.51-0.83)
6A°-1A (TCCCCQ) 7 (0.5) 24 (1.8) 0.0007 3.92 (1.63-10.80) Dominant 0.001 3.97 (1.70-9.27)
Recessive n.a.
6A-1A" (CCCCGA) 2.0 9(0.7) 0.020 5.10 (1.05-48.57) Dominant 0.020 5.13 (1.10-23.82)
Recessive na.
SFTPD-SFTPA1-SFTPA2
N = 1,538 N = 1,364
C-6A%-1A (CTGCAGQ) 261 (17.0) 153 (11.2) 0.00001 0.62 (0.50-0.77) Dominant 0.0001 0.63 (0.49-0.80)
Recessive 0.003 0.38 (0.19-0.73)
C-6A%-1A (CTCCCCC) 3(02) 14 (1.0) 0.003 531 (1.48-28.84) Dominant 0.003 5.35 (1.53-18.70)
Recessive na.
C-6A* 1A% (CTCTTGC) 15 (1.0) 31 (23) 0.005 2.36 (1.23-4.73) Dominant 0.003 257 (1.35-4.87)
Recessive n.a.
T-6A%-1A" (TTCCCGA) 54 (3.5) 74 (54) 0.012 1.58 (1.09-2.30) Dominant 0.010 1.62 (1.12-2.34)
Recessive 1.00 1.13° (0.01-88.64)
T-6A°-1A% (TTCCTGO) 52 (34) 28 (2.1) 0.029 0.60 (0.36-0.97) Dominant 0.019 0.57 (0.35-0.92)
Recessive na.

Frequency values are the number of chromosomes (%). CAP, Community-acquired pneumonia; n.a., not assessable.
*Haplotypes for SFTPAT and SFTPA2, resulting from the different combinations of the three SNPs studied at each gene, are denoted using the conventional

nomenclature [15].
TUncorrected P-value for the bivariate comparison of haplotypes.

*Uncorrected P-value for the bivariate comparison of genotypes. For the dominant haplotype effect, individuals homozygous or heterozygous for the haplotype
of interest were defined as 1, and individuals without the haplotype were defined as 0. For the recessive haplotype effect, individuals homozygous for the

haplotype of interest were defined as 1, with all others defined as 0.
SP-value by Fischer exact test.

survival it remained significant for haplotype 6A-1A (P =
0.029, OR = 2.45; 95% CI 1.10 to 5.46), although for 64"
haplotype it was not significant (P = 0.072); for 90-day sur-
vival it was significant for both 6A° (P =0.038, OR = 0.52;
95% CI 0.28 to 0.96) and 6A-1A (P = 0.045, OR = 2.12;
95% CI 1.02 to 4.44) haplotypes. No effect of the SFTPD
aall SNP was observed. Due to the high number of
observed haplotypes, and because of the limited sample
size in the patient groups when they were stratified on the
basis of severity and outcome, the haplotypes including
SFTPA1, A2 and D were not studied.

The relevance of these genetic variants in the severity of
CAP was also evaluated by analyzing predisposition to
acute respiratory distress syndrome (ARDS) and to multi-
organ dysfunction syndrome (MODS) (see Tables 5 and
6). The SFTPD aall-C allele was significantly overrepre-
sented in patients with MODS or ARDS. Haplotypes 6A
and 6A-1A, were also associated with the development of
ARDS, and SFTPA2 1A and 1A'’ were associated with the
development of MODS. For the observed odd-ratios, the
power of the association of 1A with predisposition to

MODS was 89.29%. However, the number of individuals
included in the analysis of outcome was relatively small
and the power of the tests with a significance level of 1%
was lower than 80%. These associations remained signifi-
cant in multivariate analysis adjusted for age, gender, hos-
pital of origin and co-morbidities, as well as for hospital of
origin, PSI and causative microorganism (see Tables 5 and
6). By contrast, 6A4°-1A" was associated with protection
against MODS, although this difference was not significant
in the multivariate analysis.

Association of genetic variants at SFTPD with serum
levels of SP-D

In order to study whether variants at the pulmonary col-
lectins were associated with differences of serum levels
of SP-D, this protein was measured in serum from
healthy controls with known genotypes. The SFTPD
aall-C SNP associated with lower SP-D serum levels
(905.10 + 68.38 ng/ml for T/T genotype, 711.04 + 52.02
ng/ml for T/C, and 577.91 £ 96.14 ng/ml for C/C;
ANOVA P = 0.017) (see Figure 3).
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Table 4 Outcome of CAP patients related to haplotypes of SFTPA1 and SFTPA2

28 days 90 days
Mortality Survival Mortality Survival
Variant” Yes No Pt P P Yes No Pt p P
OR (95% Cl) LR %? HR (95% Cl) OR (95% Cl) LR x> HR (95% Cl)
SNPs
SFTPAT 58 1202 0.024 0.45 0.021 0.071 0.52 81 1179 0.105 0.58 0.091 0.256 0.68
aal9-T (85.3) (92.7) (0.22 to 1.03) 531 (0.25 to 1.06) (88.0) (92.7) (029 to 1.25) 2.85 (0.35 to 1.36)
allele
SFTPAT 52 1133 0.009 047 0.009 0.085 0.57 72 1113 0.011 0.51 0011 0.230 0.70
aa219-C (76.5) (874) (0.26 to 0.90) 6.75 (0.30 to 1.08) (783) (87.5) (030 to 0.92) 6.49 (039 to 1.25)
allele
Haplotypes
SFTPA1
6A° 10 333 0.042 0.50 0.043 0.058 0.48 14 329 0.023 0.51 0.024 0.033 0.51
(14.7) (25.7) (0.22 to 1.00) 410 (0.23-1.02) (15.2) (25.9) (0.27-0.93) 5.10 (0.28-0.95)
6A™ 574 2409 00121 421 0.002 0.017 417 5054 2409 0.0411 299 0.019 0.053 3.14
(1.21-11.74) 945 (1.29-13.46) (0.87-8.25) 548 (0.98-10.03)
SFTPA2
1AT° 4(59) 1915 0.0241 420 0.005 0401 1.85 5054 18014 0016l 4.00 0.003 0.275 1.92
(1.01-13.13) 792 (0.44-7.79) (1.13-11.52) 893 (0.59-6.23)
SFTPAT-SFTPA2
6A%-1A7 344 163 0.045 0.32 0.047 0.063 0.26 5(4) 161 0.041 040 0.043 0.055 0.373
(12.6) (0.06-1.00) 3.94 (0.06-1.08) (12.7) (0.12-0.98) 440 (0.14-1.02)
6A-1A 7 51 (3.9 00221 2.80 0.008 0.024 266 (1.14- 8(87) 50 (3.9 0053/ 233 0.021  0.045 223 (1.02-
(103) (1.03-6.55) 6.93 6.30) (0.92-5.16) 531 4.89)

Frequency values are the number of chromosomes (%). Only relevant haplotypes are shown. SNPs: Single nucleotide polymorphisms; CAP: Community-acquired
pneumonia.

*Haplotypes for SFTPAT and SFTPA2, resulting from the different combinations of the three SNPs studied at each gene, are denoted using the conventional
nomenclature [15].

P value for the bivariate comparison.

*p value for log-rank (LR) x? test for survival rates related to haplotypes.

5P value for Cox proportional hazard ratio for multivariate analysis, including the variables age, gender, hospital of origin and co-morbidities.
lp value by Fischer exact test.

Discussion
This study is unique in reporting a genetic association

SFTPA1I, SFTPA2 and SFTPD observed in our study were
similar to those previously reported in European popula-

between non-synonymous SNPs at SETPD, SFTPAI and
SFTPA2, as well as of haplotypes encompassing these
genes, with the susceptibility, severity and outcome
of CAP.

The major alleles of SFTPAI aa50-G, aa219-C as well as
SFTPA2 aa9-A and aa91-G or genotypes carrying these
alleles were associated with protection against CAP. The
frequencies of the different SNPs and haplotypes of

tions [25]. SFTPA1 and SFTPA2 were reported to be in
strong LD [26,27], and several haplotypes of these loci
tend to segregate together, being 64-1A° the major hap-
lotype [27]. A protective role against CAP was associated
with 647, 1A% and 642-1A° in our survey but only the rare
1A% and 6A°-1A haplotypes were significantly associated
with susceptibility to CAP. Similar results were observed
in susceptibility to pneumococcal CAP. Several SNPs and

Significance levels for each comparison are shown in Table 4.
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Figure 2 Kaplan-Meier estimation of survival at 28 and 90 days in the 682 CAP patients. CAP, community-acquired pneumonia. Solid
curves represent the haplotypes under study, being dotted curves the rest of haplotypes. The vertical dotted line is depicted at 28 days.
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Table 5 Predisposition to MODS related to SFTPD alleles and to SFTPD, SFTPA1 and SFTPA2 haplotypes in patients

with CAP
Allele or haplotype* MODS No MODS Pt P pS
OR (95% CI) OR (95% ClI) OR (95% Cl)
SFTPD N=178 N =1,186
c 85 (47.8) 454 (384) 0016 0.002 0.043
147 (1.06-2.05) 168 (120-2.35) 146 (1.01-2.10)
SFTPAT N =178 N =1,186
6A 14 (7.9) 76 (64) 0465 - -
125 (064-2.29)
SFTPA2 N=178 N = 1,186
1A 32 (18.0) 115 (9.7) 0.0009 0.0004 0002
204 (1.28-3.17) 229 (145-362) 221 (1.34-365)
1A 8 (4.5) 15 (1.3) 0.006! 0033 0033
367 (133-9.39) 270 (1.08-6.76) 298 (1.09-8.10)
SFTPAI-SFTPA2 N =178 N =1,186
6A-1A 12 (6.7) 46 (3.9) 0078 1.79 (0.85-3.52) - -
6A%-147 13 (7.3) 153 (12.9) 0033 0.115 0097

0.53 (0.27-0.97)

062 (0.34-1.13)

0.58 (0.31-1.10)

For allelic and haplotypic frequencies values are the number of chromosomes (%). Only relevant haplotypes are shown. CAP: Community Acquired Pneumonia;
MODS: Multi-organ Dysfunction Syndrome.

*Haplotypes for SFTPAT and SFTPA2, resulting from the different combinations of the three SNPs (Single nucleotide polymorphisms) studied at each gene, are
denoted using the conventional nomenclature [15].

P-value for the bivariate comparison.

*p-value for multivariate analysis, including the variables age, gender, hospital of origin and co-morbidities. For those bivariate comparisons that resulted in non-
significant differences, multivariate analysis were not calculated.

Sp-value for multivariate analysis, including the variables hospital of origin, PSI (Pneumonia Severity Index) and pathogen.

lp-value by Fischer exact test.

Table 6 Predisposition to ARDS related to SFTPD alleles and to SFTPD, SFTPA1 and SFTPA2 haplotypes in patients with
CAP

Allele or haplotype * ARDS No ARDS pt p* Ps
OR (95% Cl) OR (95% Cl) OR (95% Cl)

SETPD N =52 N =1312
C 29 (55.8) 510 (38.9) 0015 0032 0.050
1.98 (1.09-3.63) 1.92 (1.06-348) 1.79 (1.00-3.20)
SETPAT N =52 N =1312
6A 8 (154) 82 (63) 0018l 0.004 0.022
273 (1.07-6.11) 3.89 (156-9.72) 264 (1.15-6.08)
SETPA2 N =52 N =1312
1A 7 (13.5) 140 (10.7) 0524 130 (0.49-2.98) - -
1A1° 1(1.9) 22(17) 0.594! - -
1.15 (0.03-7.40)
SETPAT-SFTPA2 N =52 N =1312
6A-TA 7 (13.5) 51 3.9) 0.005° 0.0006 0012

3.85 (1.39-9.15) 5.83(2.12-16.04) 3.16 (1.28-7.80)

6A%-1AT 5 (9.6) 161 (12.3) 0.566 - -
0.76 (0.23-1.94)

For allelic and haplotypic frequencies values are the number of chromosomes (%). Only relevant haplotypes are shown. CAP: Community Acquired Pneumonia;
ARDS: Acute Respiratory Distress Syndrome.

*Haplotypes for SFTPAT and SFTPA2, resulting from the different combinations of the three SNPs (Single nucleotide polymorphisms) studied at each gene, are
denoted using the conventional nomenclature [15].

*P value for the bivariate comparison.

*P value for multivariate analysis, including the variables age, gender, hospital of origin and co-morbidities. For those bivariate comparisons that resulted in non-
significant differences, multivariate analysis were not calculated.

5P value for multivariate analysis, including the variables hospital of origin, PSI (Pneumonia Severity Index) and pathogen.

lpvalue by Fischer exact test.
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Figure 3 SP-D serum levels (ng/ml) regarding to SFTPD
genotypes in healthy controls. The comparison of the three
groups showed a significant difference (ANOVA P = 0.017).
Horizontal lines denote mean value for each genotype.

haplotypes were also associated with a higher severity and
poor outcome; MODS, ARDS, and mortality were selected
because they represent the more severe clinical pheno-
types. Particularly, 1A'’ and 6A-1A were overrepresented
among patients who died at 28 or 90 days, and they also
predisposed to MODS and ARDS respectively. Likewise,
6A was associated with ARDS, and 1A was associated with
MODS. By contrast, 64° and 64°-1A’ were underrepre-
sented in patients who died. The SFTPD aall-C allele was
associated with the development of MODS and ARDS, but
no significant effects on mortality were observed. In spite
that the power of the test for some associations with out-
come and severity were higher than 80% for the observed
OR with a significance level of 5%, the number of indivi-
duals included in the analysis of outcome was relatively
small. Consequently, associations with outcome should be
interpreted with caution.

Only a few studies have addressed the role of the genetic
variability at SFTPAI, and SFTPA2 in infectious diseases
[28-31]. In bacterial infections, homozygosity for the 14
haplotype was reported to be associated with meningococ-
cal disease [30]. Noteworthy, 64°-1A° was protective
against acute otitis media (AOM) in children [32]. Haplo-
types 647 and 1A° may also be involved in protection
against respiratory syncytial virus (RSV) disease [29,33].
Considering the high difference in the frequencies with
the corresponding alternative alleles and haplotypes, it is
tempting to speculate that 64% 1A and 64%-1A° could
have been maintained at high frequencies partly by their
protective effect against respiratory infections. The 64 and
6A-1A haplotypes were found to be associated with an
increased risk of wheeze and persistent cough, presumably
triggered by respiratory infections or environmental
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contaminants, among infants at risk for asthma [27].
Regarding SP-D, the SFTPD aall-T allele was associated
with severe RSV bronchiolitis [34], whereas the SFTPD
aall-C variant was associated with tuberculosis [30].

In sharp contrast to the potentially proinflammatory
effects after PAMP recognition by collectins, mice defi-
cient in SP-A or SP-D develop enhanced inflammatory
pulmonary responses [35-37]. SP-A and SP-D play a
dual role in the inflammatory response. They interact
with pathogens via their CRD, and are recognized by
calreticulin/CD91 on phagocytes through the N-terminal
collagen domain, promoting phagocytosis and proin-
flammatory responses [10,13]. By contrast, binding of
the CRD to signal inhibitory regulatory protein o
(SIRPa.) on alveolar macrophages suppresses NF-xB
activation and inflammation, allowing the lung to
remain in a quiescent state during periods of health
[10]. A similar dual effect is observed in the promotion
or inhibition of apoptosis [12]. SP-A and SP-D can also
inhibit inflammation by blocking, through the CRD,
Toll-like receptors 2 and 4 [38,39]. In agreement with
previous results [16], we have observed that the SFTPD
aall-C allele associates with significantly lower SP-D
serum levels than the aall-T allele, and this effect was
dose-dependent. The aall-C/T SNP, located in the N-
terminal domain, influences oligomerization of SP-D
and explains a significant part of the heritability of
serum SP-D levels [16,40]. Serum from aall-C homozy-
gotes lack the highest molecular weight (m.w.) forms of
the protein, which binds preferentially to complex
microorganisms whereas the low m.w. SP-D preferen-
tially binds LPS [16].

As a consequence of intracellular oligomerization,
monomeric SP-A subunits fold into trimers, and supratri-
meric assembly leads to high-order oligomers [41,42].
The degree of supratrimeric oligomerization is important
for the host defense function [14,41,43-45]. SP-A1 and
SP-A2 differ in only four amino acids (residues 66, 73, 81
and 85) located in the collagen domain [46]. In most
functions examined, recombinant human (rh) SP-A2
shows higher biological activity than SP-A1 [14,41,47-50].

The significance and the nature of functional differ-
ences between variants at SP-A1 and SP-A2 are poorly
understood [14,49,50]. Variants aa50 (SP-A1l) and aa91
(SP-A2) are located in the collagen region. These
changes may affect the oligomerization pattern and
binding to receptors such as calreticulin/CD91 or the
functional activity of the protein. Likewise, the variants
aa2l9 (SP-A1) and aa223 (SP-A2) are located in the
CRD, and might directly influence the binding proper-
ties to microorganisms or to surface receptors such as
SIRPa or TLR4. Residue 9, and frequently residue 19, is
located in the signal peptide, and it is not know whether
these variants may affect the function of the protein
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[14,44]. Alternatively all the missense variants could be
in LD with SNPs in regulatory regions that might affect
translation and RNA stability [51,52].

Native SP-A is thought to consist of hetero-oligomers
of SP-A1 and SP-A2, and properties of co-expressed SP-
A1/SP-A2 are between those of SP-A1l and SP-A2
[41,46]. However, the extent of oligomerization of SP-A,
as well as the SP-A1/SP-A2 ratio, may be altered in var-
ious diseases and can vary among individuals [53,54].
The combination of both gene products may be impor-
tant for reaching a fully native conformation [41]. In
fact, it was recently shown that both SP-A1 and SP-A2
are necessary for the formation of pulmonar tubular
myelin [55]. Therefore, the effect of a given haplotype
may be largely influenced by haplotypes at the other
gene. Our results suggest that the 64% to1A° haplotype
is more protective against CAP than both 647 and 1A°.

It was previously reported that the SEFTPD aall SNP
is in LD with SFTPAI and SFTPA2 [25]. A protective
effect of the 6A° to 1A° haplotype was even higher
when this haplotype co-segregates with the SFTPD
aall-C allele. Likewise, one haplotype containing 64°-
1A? and the G allele of the SFTPD aal60 SNP could be
protective against severe RSV disease [29]. Haplotypes at
SFTPAI are in LD with SFTPD aall in our population,
but only a marginal LD between SFTPA2 and SFTPD
aall was observed. In addition, no LD between 64 to
A% and SFTPD aall was found in controls (D’ = 0.09)
or CAP patients (D’ = 0.024) in our study. These find-
ings suggest that the protective effect of the co-segrega-
tion of SFTPD aall-C with 64% to 1A on CAP
susceptibility may rather reflect genetic interactions.
Alternatively, the SFTPD aall SNP may be a marker of
other SNPs in LD with SFTPA1 and SFTPA2. The gene
of another collecting, the mannose-binding lectin
(MBL), is located at 10q11.2-q21. We have previously
observed that MBL deficiency predisposes to higher
severity and poor outcome in CAP [56], and LD of the
SP genes with MBL2 cannot be ruled out.

Despite modern antibiotics, CAP remains a common
cause of death, and the search for new therapeutic
approaches has been redirected into non-antibiotic
therapies [57]. SP-A levels are reduced in several pul-
monary diseases [58-60]. SP-D may also be reduced in
some patients with ARDS [59]. In Sftpa™” and Sftpd”"
mice, intratracheally administered SP-A or SP-D can
restore microbial clearance and inflammation [8,35].
Exogenous surfactant preparation containing the hydro-
phobic SP-B and -C are nowadays widely used for repla-
cement therapies in infantile RDS. In addition,
intratracheal instillation of recombinant SP-C reduced
mortality in patients with severe ARDS due to pneumo-
nia or aspiration [61]. Some of the genetic variants ana-
lyzed in our survey, such as 1A% although rare, may
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have a high impact on susceptibility, severity and out-
come of CAP. Validation of our results in other popula-
tions, and a better knowledge of the functional and
clinical significance of the genetic variability at SFTPAI,
SFTPA2 and SFTPD could be relevant for future investi-
gations in the use of these collectins in the treatment of
respiratory infectious diseases.

Conclusions

The surfactant proteins Al, A2 and D are key compo-
nents of innate immune response and the anti-
inflammatory status in the lung. Genetic variability at
the genes of these collectins influences susceptibility and
outcome of community-acquired pneumonia. These
results could be relevant for future investigations in the
use of these collectins in the treatment of respiratory
infectious diseases.

Key messages
« The SFTPAI and SFTPA2 haplotypes 64 1A° and
6A” to 1A°, and the SFTPD-SFTPA1-SFTPA2 haplo-
type C-6A° to 1A” are associated with a protective
role against the development of Community-
acquired pneumonia (CAP).
+ 1A' and 6A° to 1A haplotypes are associated with
increased susceptibility to CAP.
« Haplotypes 6A and 6A to 1A are associated with
development of ARDS, while 1A and 1A° are asso-
ciated with MODS in patients with CAP.
+ The variant SFTPD aall-C leads to decreased SP-
D serum levels, and predisposes to development of
MODS and ARDS in patients with CAP.
+ Haplotypes 6A"%, 1A’ and 6A to 1A are overrepre-
sented among patients who died at 28 or 90 days. By
contrast, 64% and 6A4° to 1A’ are protective against
28-day and 90-day mortality.

Additional material

-
Additional file 1: Further description of methods, definitions and
statistical analysis, and Tables E1-E4. The file contains additional
information on exclusion criteria and definitions of PSI, ARDS and MODS.
The statistical tests used are described. The additional file also includes
four tables. Table E1 defines the resulting haplotypes from SNPs
combination in SFTPAT and SFTPA2 genes. Table E2 presents
demographic and clinical characteristics of CAP patients. Table E3 shows
the pairwise linkage disequilibrium measure for surfactant proteins A1,
A2 and D alleles. Table E4 compares haplotypes of SFTPA1, SFTPA2 and

L SFTPD between patients with pneumococcal CAP and controls.
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Abstract

pandemic IAV strains.

Introduction: Inherited variability in host immune responses influences susceptibility and outcome of Influenza A
virus (IAV) infection, but these factors remain largely unknown. Components of the innate immune response may
be crucial in the first days of the infection. The collectins surfactant protein (SP)-A1, —A2, and -D and mannose-binding
lectin (MBL) neutralize IAV infectivity, although only SP-A2 can establish an efficient neutralization of poorly glycosylated

Methods: We studied the role of polymorphic variants at the genes of MBL (MBL2), SP-A1 (SFTPAT), SP-A2 (SFTPA2), and
SP-D (SFTPD) in 93 patients with HINT pandemic 2009 (H1N1pdm) infection.

Results: Multivariate analysis showed that two frequent SFTPA2 missense alleles (rs1965708-C and rs1059046-A) and

the SFTPA2 haplotype 1A% were associated with a need for mechanical ventilation, acute respiratory failure, and acute
respiratory distress syndrome. The SFTPA2 haplotype 1A” was a protective variant. Kaplan-Meier analysis and Cox regression
also showed that diplotypes not containing the 1A’ haplotype were associated with a significantly shorter time to ICU
admission in hospitalized patients. In addition, rs1965708-C (P = 0.0007), rs1059046-A (P =0.0007), and haplotype
1A% (P = 0.0004) were associated, in a dose-dependent fashion, with lower PaO,/FiO, ratio, whereas haplotype
1A" was associated with a higher PaO,/FiO, ratio (P =0.001).

Conclusions: Our data suggest an effect of genetic variants of SFTPA2 on the severity of HIN1pdm infection
and could pave the way for a potential treatment with haplotype-specific (1A") SP-A2 for future IAV pandemics.

J

Introduction

Influenza A virus (IAV) infection is usually a mild and
self-limited condition. Likewise, infection with the HIN1
pandemic 2009 (H1N1lpdm) IAV often results in an
uncomplicated flu, but, in a small subset of patients, it
may rapidly evolve to primary viral pneumonia, acute re-
spiratory failure (ARF), and acute respiratory distress
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syndrome (ARDS) [1]. Inherited and acquired variability
in host immune responses may influence susceptibility
and outcome of IAV infection, although these factors
remain largely unknown [2-4].

Before exposure to HIN1pdm IAV, most individuals,
particularly those born after 1957, lack serum antibodies
capable of neutralizing the virus [1]. Adaptive immune
responses, which are needed for ultimate viral clearance,
take several days to develop. Therefore, components of
the innate immunity that are able to neutralize IAV in-
fection with minor inflammation may be crucial for host
defense in the first few days after infection. Different sol-
uble pattern-recognition molecules of the innate immunity

© 2014 Herrera-Ramos et al,; licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the
Creative Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0), which permits unrestricted use,
distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly credited. The Creative Commons Public

Domain Dedication waiver (http://creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this
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can neutralize AV infection. Several secreted human C-
type lectins of the collectin family, the serum mannose-
binding lectin (MBL), the pulmonary surfactant proteins
(SP) —Al, —A2, and -D, and collectin 11 (CL-11, alias
collectin kidney 1, CL-K1) may neutralize IAV infectivity
in vitro [5-8]. Among these collectins, the SPs have been
shown to exert an important role against IAV infection in
animal models: mice lacking SP-A or SP-D have increased
susceptibility to IAV infection, and their role seem to de-
pend on IAV strains, particularly pandemic versus seasonal
strains [9-14]. In addition, variability at the collectin genes,
MBL2 (Ensembl: ENSG00000165471), SFTPA1 (Ensembl:
ENSG00000122852), SFTPA2 (Ensembl: ENSG00000185
303), and SFTPD (Ensembl: ENSG00000133661) have been
found to be associated with susceptibility to and/or severity
of several bacterial and viral infectious diseases [6,15].

It hence follows that these collectins are firm candi-
dates to explain, at least in part, the role of host
genetic variability in the defense against IAV infection.
The human SP-A locus consists of two similar genes,
SFTPAI and SFTPA2, localized within a cluster (10q21-24)
that includes the SP-D gene (SFTPD) [16]. MBL2 was re-
ported not to be in physical linkage with the genes of these
SPs [17], but linkage disequilibrium of MBL2 with SFTPAI
and SFTPA2 has been shown; and LD among variants
at these genes could influence the results of genetic-
association studies [6,18,19].

In the present study, we assessed the role of variants
at the SFTPA1, SFTPA2, and SFTPD genes in HIN1pdm
IAV infection in humans. Variants at the neighbor col-
lectin gene MBL2 were also analyzed.
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Materials and methods

H1N1pdm-infected patients

We recruited 124 patients with HIN1pdm infection be-
tween July 2009 and November 2011. Thirty-one individ-
uals with ancestors other than Spanish were excluded. Of
93 unrelated white Spanish patients, 70 were hospitalized at
five tertiary Spanish hospitals, and 23 were attended at pri-
mary care centers (Figure 1). Data and samples from all
ambulatory patients and from 30% of hospitalized individ-
uals were retrospectively obtained; in the remaining pa-
tients, data were obtained prospectively. All patients were
treated with oseltamivir, and only one patient had been
previously vaccinated against HIN1pdm.

Diabetes, previous lung disease, solid-organ transplant-
ation, immunosuppression, body mass index (BMI) >30,
human immunodeficiency virus (HIV) infection, and preg-
nancy were considered risk factors. Sepsis, septic shock,
and multiorgan dysfunction syndrome (MODS) were de-
fined by using the American College of Chest Physicians/
Society of Critical Care Medicine criteria [20]. ARF and
ARDS were diagnosed according to the American Euro-
pean Consensus Conference Definition [21]. Functional pa-
rameters of gas exchange were calculated on the basis of
the ratio of oxygen arterial pressure to oxygen inspiratory
fraction (PaO,/FiO,). In hospitalized patients without arter-
ial blood gas analysis (7 =18), ARF was established when
hemoglobin oxygen saturation, breathing room air, was
lower than 90%. In patients with intensive care unit (ICU)
admission, severity of illness was evaluated with the Acute
Physiology and Chronic Health Evaluation II score, taking
the worst reading of the first 24 hours in the ICU.

124 patients with HIN1pdm
IAV infection

93 white spanish
patients

31 non-white spanish

patients

70 hospitalized
patients

23 non-hospitalized
patients

30 ICU patients

40 general ward
patients

Figure 1 Selection process for patients with HIN1pdm 2009 infection. Infection by HIN1pdm was confirmed in all the 124 patients.
A\
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All steps were performed in complete accordance to
the Helsinki declaration. The protocol was approved by
Clinical Research Ethics Committees (CEIC) of hospitals
involved (CEIC Hospital Universitario de Gran Canaria
Doctor Negrin, Las Palmas de Gran Canaria; CEIC
Hospital San Jorge, Huesca and CEIC Hospital Clinico
y Universitario de Valencia, Valencia). Informed consent
was obtained of all patients included.

Detection of HIN1pdm by real-time polymerase chain
reaction

Influenza A HINI virus in the 124 patients was de-
tected in nasopharyngeal swabs by using the Real-Time
ready Influenza A (H1N1) Detection Set (Roche Diagnos-
tics GmbH, Mannheim, Germany) according to manufac-
turer’s protocol.

General Spanish-population subjects

The general population group consisted of white unre-
lated Spanish healthy volunteers (blood and bone mar-
row donors as well as hospital staff) from four tertiary
Spanish hospitals. The control group was analyzed for
MBL2 (n=1,736) and SFTPAI and SFTPA2 (n=769)
polymorphisms in previous studies [18,19]. For the nine
SFTPD variants under study, 963 individuals from the
general population group recruited at the same hospitals
were analyzed in this study. The protocol was approved
by Clinical Research Ethics Committees (CEIC) of hospi-
tals involved (CEIC Hospital Universitario de Gran
Canaria Doctor Negrin, Las Palmas de Gran Canaria;
CEIC Hospital de la Princesa, Madrid; CEIC Hospital
San Jorge, Huesca and CEIC Hospital Clinico y Universi-
tario de Valencia, Valencia). Informed consent was ob-
tained of the general-population individuals included.
No data about whether individuals from the general
Spanish population group were or were not infected
with HINIpdm were available. Foreigners and individ-
uals with ancestors other than Spanish were previously
excluded.

Selection of single-nucleotide polymorphisms
Deficient and low MBL serum levels are mainly due to the
presence of three common point mutations in the exon 1
of the MBL2 gene: alleles B (rs1800450), C (rs1800451),
and D (rs5030737) are termed O alleles, A being the wild-
type. Serum MBL levels are very low or absent in individ-
uals homozygous for O alleles. In addition, the presence of
the promoter allele X (rs7096206) has an important down-
regulating effect, and individuals with XA/O also have very
low MBL serum levels. O/O together with XA/O genotypes
are considered MBL-deficient genotypes, which are com-
mon in most populations.

The human SP-A locus consists of two similar genes,
SFTPA1 and SFTPA2, located on chromosome 10q22.3,
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within a cluster that includes the SP-D gene (SFTPD). In
addition, a certain degree of linkage disequilibrium (LD)
exists among SP genes and the MBL gene (10q21-24)
[18,19]. On the basis of the existence of several SNPs,
SP-A haplotypes are conventionally denoted as 6A” for
the SFTPAI gene (V19A, rs1059047; L50V, rs1136450;
R219W, rs4253527) and IA" for the SFTPA2 gene (T9N,
rs1059046; A91P, rs17886395; Q223K, rs1965708) [22].
These missense single-nucleotide polymorphisms (SNPs)
at SFTPAI and SFTPA2 were analyzed in our study. The
most frequent conventional haplotypes of these genes,
except 1A and 1A°, can be unambiguously identified.

For the analysis of SFTPD, genotypic data of individ-
uals of European ancestry (CEU) from the International
HapMap Project [23] were used to select LD tagging
SNPs. Pairwise LD-tagging was achieved with Haploview
v. 4.2 [24] for SNPs with a minimum minor allele fre-
quency of 0.05 and 7 of 0.8. As result, three intronic
SNPs (rs10887199, rs7078012, and rs723192) and one
synonymous SNP (rs6413520) were selected. Three mis-
sense SNPs were also analyzed: rs3088308 (S290T),
rs2243639 (T180A), and rs721917 (M31T). Additionally,
we studied an SNP in the SFTPD promoter region
(rs1885551) that was recently reported to have a pro-
found impact on serum SP-D levels [25] and an intronic
SNP (rs17886286) associated with susceptibility to inva-
sive pneumococcal disease [26].

DNA extraction and genotyping

Genomic DNA was extracted from 400 pl of peripheral
blood by using iPrep PureLink gDNA Blood kit in the iPrep
Purification Instrument (Invitrogen by Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA). Extracted DNA integrity was
checked by NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies,
Wilmington, DE, USA). In total, 19 polymorphisms at
MBL2, SFTPA1, SFTPA2 and SFTPD were studied.

MBL2, SFTPAI, SFTPA2, and SFTPD rs721917 SNPs
were analyzed by means of PCR-RFLP and PCR-SSP tech-
niques, as previously described [18,19]. The other eight
SNPs of SFTPD were determined by predesigned Tagman
SNP genotyping assays (Assays IDs: C__26726209_10,
C_26726205_10, C__31530298 10, C_ 63652102 _10,
C__29213175_10, C___1362981_20, C____630297_10, and
C__12124527_20), according to the manufacturer’s proto-
col, with commercially available reagents by means of
ViiA™7 Real-time PCR System (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA).

Data analysis

The Hardy-Weinberg equilibrium was analyzed with
Haploview v. 4.2. Haplotypes were estimated in silico
with PHASE v. 2.1.1 under 1,000 permutations. Statis-
tical analyses were performed by using SPSS 20.0 (SPSS,
Inc., Chicago, IL, USA). The comparison of all genotype
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distributions based on susceptibility and severity was
performed by using the x* test or Fisher Exact test when
needed, and odds ratios with 95% confidence intervals
were calculated. The relation between severity in hospi-
talized patients and genotypes was evaluated by binary
logistic regression models: age, gender, risk factors, and sec-
ondary infection (either bacteremia or secondary bacterial
pneumonia) were included as independent variables.

Comparison of the PaO,/FiO, ratio according to gen-
etic variants was performed by a using linear regression
model adjusted by age, gender, risk factors, and second-
ary infection (either bacteremia or secondary bacterial
pneumonia).

To assess the need for ICU admission, a multivariate
analysis was performed, including the aforementioned
variables, by conditional logistic regression stratified by
hospital of origin.

Log-rank (LR) x> tests were calculated to compare
ICU admission according to the distribution of genetic
variants. Cox proportional hazard ratios adjusted for the
independent variables age, gender, risk factors, develop-
ment of secondary bacterial infection (pneumonia or
bacteremia), and hospital of origin were also performed.

Results

Demographic and clinical characteristics of patients are
shown in Table 1. The genotype distribution of SNPs did
not differ significantly under conditions of Hardy-
Weinberg equilibrium in all of the groups studied (data
not shown). Frequencies of the genetic variants under
analysis were not found to be significantly different be-
tween HI1Nlpdm-infected patients and the general
population (Table 2).

When severity of infection was evaluated in hospitalized
patients (n =70) (Table 3), we observed that two missense
variants at SFTPA2 (rs1965708-C and rs1059046-A) were
significantly associated with the need for mechanical venti-
lation (MV) and with development of ARF and ARDS.
Most of these associations remained significant after multi-
variate analysis adjusted for age, gender, risk factors, and
secondary infection (either bacteremia or secondary bacter-
ial pneumonia). The alleles rs1965708-C and rs1059046-A
were overrepresented in patients requiring MV (P = 0.003;
OR, 243; and P=0.016; OR, 3.71, respectively), and in
those who developed ARF (P=0.006; OR, 4.09; and
P=0.005; OR, 3.70, respectively) or ARDS (P = 0.006; OR,
17.68; and P =0.016; OR, 3.71, respectively). The variant
rs1965708-C was also associated with septic shock
(P=0.007; OR, 17.16). The SFTPAI allele rs1136450-G
was also associated, although to a lower extent, with
the development of ARF (P =0.038; OR, 2.64) and the
use of MV (P=0.040; OR, 2.55); these associations
may be secondary to the existence of LD between
SFTPAI and SFTPA2 variants (Figure 2).
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Table 1 Demographic and clinical characteristics of
H1N1pdm-infected patients

Characteristics Subjects
Age (years) 435+180°
Gender (male) 52 (55.9)
Hospital admission

No 23 (24.7)

Yes 70 (75.3)
PVP

No 40 (43.0)

Yes 53 (57.0)
ICU admission

No 63 (67.7)

Yes 30 (32.3)
ARF

No 45 (48.4)

Yes 48 (51.6)
Shock

No 77 (82.8)

Yes 16 (17.2)
ARDS

No 77 (82.8)

Yes 16 (17.2)
MODS

No 87 (93.5)

Yes 6 (0.65)
MV

No 69 (74.2)

Yes 24 (25.8)
Hospital mortality

No 89 (95.7)

Yes 4 (0.43)
Risk factor

No 32 (344)

Yes 61 (65.6)
Secondary bacterial infection®

No 80 (86.0)

Yes 13 (14.0)

ARDS, acute respiratory distress syndrome; ARF, acute respiratory failure; ICU,
intensive care unit; MODS, multiorgan dysfunction syndrome; MV, mechanical
ventilation; PVP, Primary viral pneumonia.

2Data are presented as mean = SD or number of individuals (%). "Ten patients
had secondary bacterial pneumonia, and seven patients had bacteremia

(four of them with secondary bacterial pneumonia).

When haplotypes, based on combinations of missense
SNP, were analyzed (Table 4), the SFTPA2 haplotype 1A°
was found to be associated with the need for MV and with
the development of ARF and ARDS in hospitalized patients.
These differences were found to be independent of age,
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Table 2 Distribution of genotype frequencies of collectin genes in general Spanish population and H1N1pdm-infected

patients
Variants Genotypes General Spanish population H1N1pdm-infected patients
MBL2® n=1736 n=93
rs1800451 (G57E)
rs1800450 (G54D) AA/AO/0O 1,032 (59.4)/615(35.4)/89 (5.1) 54 (58.1)/36 (38.7)/3 (3.2)
rs5030737 (R520)
1s7096206 (Prom)
MBL deficiency AA + YAO/XAO + OO 1,475 (85.0)/261 (15,0) 77 (82.8)/16 (17.2)
SFTPA2 n=769 n=93
rs1965708 (Q223K) AA/CA/CC 22 (2.9)/244 (31.7)/503 (65.4) 4 (4.3)/33 (35.5)/56 (60.2)
rs17886395 (A91P) GG/GC/CC 623 (81.0)/134 (17.4)/12 (1.6) 72 (77.4)/19 (204)/2(2.2)
rs1059046 (TON) CC/AC/AA 97 (12.,6)/349 (45.4)/323 (42.0) 14 (15.1)/48 (51.6)/31 (33.3)
SFTPAT n=769 n=93
rs1059047 (V19A) TT/TC/CC 680 (884)/88 (11.4)/1 (0.1) 82 (88.2)/10 (10.8)/1 (1.1)
rs1136450 (L50V) CC/GC/GG 117 (15.2)/334 (43.4)/318 (41.4) 12 (12.9)/48 (51.6)/33 (35.5)
rs4253527 (R219W) cc/canT 620 (80.6)/142 (18.5)/7 (0.9) 76 (81.7)/16 (17.2)/1 (1.1)
SFTPD n=963 n=93
rs3088308 (S290T) AA/AT/TT 829 (86.1)/129 (13.4)/5 (0.5) 77 (82.8)/14 (15.1)/2 (2.1)
rs2243639 (T180A) TT/TC/CC 373 (38.7)/449 (46.6)/141 (14.6) 42 (45.2)/42 (45.2)/9 (9.6)
rs10887199 (Intr) TT/TC/CC 759 (78.8)/189 (19.6)/15 (1.6) 71 (76.3)/20 (21.5)/2 (2.2)
rs17886286 (Intr) CC/CG/G 828 (86.0)/126 (13.1)/9 (0.9) 79 (85.0)/13 (14.0)/1 (1.0)
rs7078012 (Intr) cc/canT 629 (65.3)/292 (30.3)/42 (4.4) 52 (55,)/38 (40.9)/3(3.2)
rs6413520 (5459) AA/AG/GG 824 (85.6)134 (13.9)/5 (0.5) 82 (88.2)/11 (11.8)/0 (0.0)
15721917 (M317) TT/TC/CC 356 (37.0)/438 (45.5)/169 (17.5) 36 (38/.7)/38 (40.9)/19 (20.4)
rs723192 (Intr) cc/c/rr 757 (78.6)/195 (20.3)/11 (1.1) 70 (75.3)/21 (22.6)/2 (2.1)
rs1885551 (Prom) AA/AG/GG 766 (79.5)/182 (18.9)/15 (1.6) 72 (774)/19 (204)/2 (2.2)

20/0 together with XA/O genotypes are considered MBL-deficient genotypes. Intr, intronic region; Prom, promoter region. SNPs were added on the basis of

chromosome position.

gender, risk factors, and secondary infection (either
bacteremia or secondary bacterial pneumonia) in
multivariate analysis: P=0.003 (data in Table 4), OR
3.73; P=0.022; OR, 2.81; and P =0.016; OR, 3.41, for
the need for MV, ARF, and ARDS comparisons, re-
spectively. By contrast, the SFTPA2 haplotype 1A’ was
found to be protective in a dominant model against the
requirement for MV and the development of ARF and
ARDS in the multivariate analysis (P = 0.015; OR, 0.16;
P =0.005; OR, 0.21; and P =0.021; OR, 0.12).

As an additional measurement of severity, we analyzed
the need for ICU admission in hospitalized patients. The
variants rs1965708-C and rs1059046-A were associated
with a higher rate of ICU admission, although only
rs1965708-C remained significant after conditional logis-
tic regression adjustment for the previously mentioned
variables and stratified by hospital of origin (P=0.031;
OR, 2.43) (Table 3). The same analysis remained significant
at SFTPA2 haplotype 1A' in a dominant model (P=0.029;

OR, 0.32) (Table 4). It is noteworthy that Kaplan-Meier
analysis and the log-rank test showed that the variants
rs1965708-C and rs1059046-A were associated with a sig-
nificantly shorter time to ICU admission in hospitalized
patients (Figure 3). The same analysis also showed that
ICU admission was less frequently required among patients
with the haplotype 1A’, and this difference was readily
detected in the first days after hospitalization. The effect of
these variants at the time of ICU admission remained sig-
nificant in Cox regression.

We finally evaluated the influence of genetic variants
of SFTPAI and SFTPA2 on respiratory gas exchange in
52 hospitalized patients. SFTPA2 alleles (rs1965708-C
and rs1059046-A4) and haplotypes (1A% predisposing to
increased severity were found to be associated with sig-
nificantly lower PaO,/FiO, ratios, independent of age,
gender, risk factors, secondary bacterial pneumonia, and
bacteremia (Figure 4). Interestingly, the effect of these
alleles or haplotypes was found to be dependent on the
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Table 3 Severity of HIN1pdm infection in hospitalized patients regarding missense single-nucleotide polymorphisms

of SFTPA2 and SFTPA1

Statistical significance

OR (95% ClI)

Genotype comparisons

Polymorphism Genotype frequencies

PP P PP
OR (95% Cl) OR (95% Cl) OR (95% Cl)

Allele comparisons

rs1965708 (Q223K) cc CA AA CCvs CA+AA CvsA
ARF 48 33 (0.69) 15 (0.31) 0 (0.00) 0.027 0018 0.006 0.006
No ARF 22 9 (041) 10 (0.46) 3(0.14) 3.18 (1.12-9.01) 540 (1.34-21.71) 3.09 (1.35-7.04) 409 (15-11.13)
ARDS 16 14 (0.88) 2(0.13) 0 (0.00) 0.018° 0017 0014 0.006
No ARDS 54 28 (0.52) 23 (043) 3 (0.06) 6.45 (1.35-31.25) 7.81 (1.45-42.05) 551 (1.24-24.51) 17.68 (2.25-13857)
Shock 16 14 (0.88) 2(0.13) 0 (0.00) 0.018° 0.018 0.014 0.007
No shock 54 28 (0.52) 23 (043) 3 (0.06) 645 (1.35-31.25) 764 (141-4144) 551 (1.24-2451) 17.16 (2.17-135.70)
MV 24 20 (0.83) 4(0.17) 0 (0.00) 0.004 0.007 0.004 0.003
No MV 46 22 (0.48) 21 (0.46) 3(0.07) 546 (1.61-1847) 18.60 (2.23-155.24) 4.57 (1.49-13.97) 12.78 (2.39-6842)
[@U) 30 23 (0.77) 7(0.23) 0 (0.00) 0.014 0.019 0.010 0.031
No ICU® 40 19 (0.48) 18 (0.45) 3 (0.08) 3.64 (1.27-1042) 298 (1.19-7.46) 325 (1.29-8.16) 243 (1.09-545)
rs1059046 (T9N) AA AC cc AA vs AC+CC AvsC
ARF 48 20 (042) 24 (0.50) 4(0.08) 0.020 0.0M 0017 0.005
No ARF 22 3(0.14) 14 (0.64) 5(023) 4.52 (1.18-17.24) 8.02 (1.61-39.98) 240 (1.16-4.98) 3.70 (1.48-9.30)
ARDS 16 9 (0.56) 6 (0.38) 1 (0.06) 0.023 0014 - 0016
No ARDS 54 14 (0.26) 32 (059 8 (0.15) 368 (1.15-11.77) 547 (142-21.13) - 371(1.28-10.72)
MV 24 11 (0.46) 12 (0.50) 1(0.04) - 0.039 - 0016
No MV 46 12 (0.26) 26 (0.57) 8(0.17) - 3.59 (1.07-12.10) - 297 (1.22-7.19)
ICU® 30 14 (0.47) 14 (0.47) 2(0.07) 0.033 - 0.036 -
No ICU® 40 9(0.23) 24 (0.60) 7(0.18) 3.01 (1.07-848) - 211 (1.04-4.27) -
rs1136450 (L50V) GG GC cc CCvs GC+ GG GvsC
ARF 48 21 (0.44) 25(0.52) 2 (0.04) 0.028° 0019 0.024 0.038
No ARF 22 5(0.23) 12 (0.55) 5(0.23) 6,77 (1.20-38.22) 19.80 (1.64-238.70) 231 (1.11-4.81) 260 (1.05-6.42)
\% 24 11 (0.46) 13 (0.54) 0 (0.00) 0.044 - - 0.040
No MV 46 15 (0.33) 24 (0.52) 7(0.15) 1.62 (1.33-1.96) - - 255 (1.04-6.22)

2p value for the bivariate comparison calculated with the x? test. °P value for the multivariate analysis calculated with binary logistic regression, including the
variables age, gender, risk factors, secondary bacterial pneumonia, and bacteremia. “ap value by Fisher Exact test. %ip value for the multivariate analysis calculated
with binary logistic regression, including the variables age, gender, risk factors, and secondary bacterial pneumonia (bacteremia variable was excluded because it
shows a co-lineal relation with the variable mechanical ventilation). “Patients who required (ICU) or did not require (No ICU) ICU admission, P value for the multivariate
analysis calculated with conditional logistic regression stratified by hospital of origin, including the co variables age, gender, risk factors, secondary bacterial pneumonia,

and bacteremia. Only those comparisons with P < 0.05 and significant odds ratios were included. OR (95% Cl), Odds ratio (95% confidence interval); ARF, acute respiratory
failure; ARDS, acute respiratory distress syndrome; MV, mechanical ventilation; ICU, intensive care unit.

number of alleles present in a genotype or diplotype:
P=0.0007, P=0.0007 and P =0.0004 for rs1965708-C,
rs1059046-A, and 1A respectively. The 1A’ haplotype,
which was associated with lesser severity, was also asso-
ciated with higher PaO,/FiO, ratios (P =0.0007), and
this effect was also found to be dose-dependent in a lin-
ear regression model adjusted for the same independent
variables (P =0.0014) (Figure 4).

Discussion
Glycosylation of hemagglutinins may be an important
mechanism by which IAV can evade recognition by

antibodies in an immune population. By contrast, glycosyla-
tion of hemagglutinins is important in determining sensitiv-
ity of IAV to recognition by collectins [7,27]. SP-D and
MBL bind to mannose-rich glycans on the hemagglutinins
and neuraminidase glycoproteins of IAV, agglutinating viral
particles and inhibiting infectivity and neuraminidase activ-
ity [7]. Among the known human collectins, SP-D has the
strongest in vitro capability of aggregating and neutralizing
activity of IAV [7,12,27]. Hemagglutinins from all available
strains of pandemic influenza viruses show significantly
lower glycosylation sites compared with seasonal strains;
and pandemic viruses, particularly HIN1pdm, were found
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to be resistant to the antiviral activities of SP-D, MBL, and
the pentraxin PTX3 [7,13,27]. We have not observed any
association with severity when deficient-, low-, or
high-MBL producer genotypes and SFTPD SNPs or
haplotypes were compared (data not shown). Interestingly,
SP-A binding to hemagglutinins and SP-A-dependent IAV
neutralization in vitro are not influenced by the extent of
hemagglutinins glycosylation. SP-A is slightly more effective
than SP-D at neutralizing nonglycosylated IAV strains, and
it neutralizes IAV strains resistant to SP-D [12].

Accordingly, our results point toward a role of SFTPA2
SNPs and haplotypes, particularly haplotypes 1A% and 1A’
in the severity of HIN1pdm infection. The rationale for
such an association seems to be the involvement of SFTPA2
variants in gas-exchange parameters, which, in the case
of pulmonary IAV infection, is largely dependent on
IAV-induced lung inflammation.

Besides its role in IAV neutralization, the hydrophilic
SP-A and -D have been shown to have an antiinflamma-
tory function. Binding of the carbohydrate-binding rec-
ognition domains (CRDs) to signal-inhibitory regulatory
protein o (SIRPa) on alveolar macrophages suppresses
NF-«B activation and inflammation, allowing the healthy
lung to remain in a quiescent state. SP-A and SP-D can
also inhibit inflammation, through the CRD, blocking
Toll-like receptors 2 and 4. Pulmonary clearance of IAV

was reduced, and pulmonary inflammation and severity
were increased in Sftpa—/-mice compared with wild-
type mice [10,11]. SP-A was also found to disturb the
host inflammatory response to IAV infection in mouse
models without directly influencing viral growth and
spread, and even without demonstrable viral binding, at
least when the virus was resistant to neutralization by
SP-D [9]. Insufficient amounts of surfactant, particularly
SP-A, have been observed in prematurely born infants
with respiratory distress syndrome (pRDS). The haplo-
type 1A° or SFTPAI-SFTPA2 haplotypes containing 1A°
have been repeatedly associated with the development
of pRDS, whereas SP haplotypes containing 1A’ were
found to be protective against that condition [5,15].
These findings parallel those observed in our study, sug-
gesting that 14° and 1A” might influence the inflamma-
tory response and the severity of HINI1pdm infection
without binding to IAV.

Human SP-Al and -A2 have similar in vitro
hemagglutination-inhibition activity of IAV strains exhibit-
ing non- or poorly glycosylated hemagglutinins heads [14].
However, in all functional assays, SP-A2 is more active than
SP-A1 [5,15]. So it is not surprising that among all the
genetic variants of collectins analyzed in our study, only a
few alleles and haplotypes of SFTPA2 were associated with
H1N1pdm severity in hospitalized patients. Furthermore,
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Table 4 Severity of HIN1pdm infection in hospitalized patients regarding haplotypes of SFTPA2

Statistical significance

OR (95% Cl)

P PP P PP
OR (95% CI) OR (95% CI) OR (95% CI)

Haplotype Diplotype frequencies Diplotype comparisons Haplotype comparisons
1A° (AGC) 1A%/1A° 1A% rest Rest/rest 1A%1A° vs 1A% rest + rest/rest 1A% vs rest
ARF 48 16 (0.33) 27 (0.56) 5(0.10) 0.031 0.045 0.023 0.022
No ARF 22 2 (0.09) 14 (0.64) 6 (0.27) 5.00 (1.04-24.10) 6.38 (1.04-38.97) 230 (1.11-4.76) 281 (1.16-6.77)
ARDS 16 8 (0.50) 7 (044) 1 (0.06) 0.020° 0.013 0.029 0.016
No ARDS 54 10 (0.19) 34 (0.63) 10 (0.19) 4,40.(1.33-14.56) 544 (143-20.77) 2.56 (1.08-6.02) 341 (1.26-9.22)
MV 24 11 (0.46) 12 (0.50) 1(0.04) 0.005 0.004 0.007 0.003
No MV 46 7 (0.15) 29 (0.63) 10 (0.22) 4.72 (1.51-14.69) 7.03 (1.83-26.95) 2.78 (1.31-5.83) 3.73 (1.55-9.00)
1A7 (CGA) 1A/1A7 1A /rest rest/rest 1A7/1A" + 1A’ /rest vs rest/rest 1A vs rest
ARF 48 0 (0.00) 1(0.23) 7(0.77) 0.009 0.0017 0.004 0.005
No ARF 22 2 (0.09) 10 (0.46) 0 (0.46) 0.25 (0.08-0.73) 0.08 (0.02-0.39) 0.23 (0.11-0.68) 0.21 (0.07-0.62)
ARDS 16 0 (0.00) 2(0.12) 4(0.88) - 0.040 - 0.021
No ARDS 54 2 (0.04) 19 (0.35) 3(061) - 0.16 (0.03- 0.92) - 0.12 (0.02-0.73)
MV 24 0 (0.00) 4(0.17) 20 (0.83) 0.037 0.019 0.034 0.015
No MV 46 2 (0.04) 17 (0.37) 7 (0.59) 0.28 (0.08-0.97) 0.08 (0.01-0.66) 0.31 (0.1-0.96) 0.16 (0.04-0.70)
Icu® 30 0 (0.00) 4(0.13) 6 (0.87) 0.003 0.015 0.003 0.029
No ICU® 40 2 (0.05) 17 (043) 1(053) 0.17 (0.05-0.58) 0.25 (0.08-0.76) 0.20 (0.07-0.62) 032 (0.11-0.89)

Only those comparisons with P < 0.05 and significant odds ratio were included. OR (95% Cl), odds ratio (95% confidence interval); ARF, acute respiratory failure;
ARDS, acute respiratory distress syndrome; MV, mechanical ventilation; ICU, intensive care unit.

2p value for the bivariate comparison calculated with the ¥ test. © + - + value for the multivariate analysis calculated with binary logistic regression, including the variables
age, gender, risk factors, secondary bacterial pneumonia, and bacteremia. € P value by Fisher Exact test. %P value for the multivariate analysis calculated with binary logistic
regression, including the variables age, gender, risk factors, and secondary bacterial pneumonia (bacteremia variable was excluded because it shows a co-lineal relation with
the variable mechanical ventilation). “Patients who required (ICU) or did not require (No ICU) ICU admission, P value for the multivariate analysis calculated with conditional
logistic regression stratified by hospital of origin, including the covariables age, gender, risk factors, secondary bacterial pneumonia, and bacteremia. Conventional haplotypes
at SFTPA2 were identified on the basis of combinations of the polymorphism rs1059046 (T9N), rs17886395 (A91P), and rs1965708 (Q223K). “Rest” refers to

the other haplotypes for each comparison.

the effect of the SFTPA2 variants on the need for ICU ad-
mission was detected in the first few days of hospitalization,
as would be expected for components of the innate im-
munity involved in inflammation and defense against IAV
infection.

The significance of the functional differences between
variants at SFTPAI and SFTPA2 is poorly understood
[5,15]. The variant rs1965708 produces an amino-acid
change at residue 223 (Q223K), located in the CRD of
SP-A2, and might directly influence the binding proper-
ties to either IAV or the antiinflammatory receptor
SIRPa. Residue 9 (rs1059046, TIN) is located in the sig-
nal peptide, and it is unknown whether this variant may
affect the protein. It is, however, worth noting that
haplotypes 1A° and 1A differ precisely at residues 9 and
223. A role of SNPs at regulatory regions in haplotypes
1A° and 1A' in translation and/or RNA stability of
SFTPA2 cannot be ruled out [5,15]. Interestingly, SP-A2
1A' variants were shown to have a lower activity for
enhancement of TNF-a in macrophage-derived THP-1
cells than other variants, such as 1A and 1A° particularly

after oxidative stress [28,29]. These data suggest that the
protective effect of the SP-A2 1A' variant in the severity of
H1N1pdm infection could be due to its lower proinflam-
matory activity.

Irrespective of the causal SNP(s), our data suggest that
the haplotype 1A° of SFTPAZ is associated with a higher
severity after HINI1pdm infection, whereas the SFTPA2
haplotype 1A’ was associated with a dominant protective
effect against severe forms of HIN1pdm infection.

We acknowledge several limitations of our study. First,
the overrepresentation of hospitalized patients, could
bias us to analyze susceptibility to HINIpdm infection.
In addition, our control group could be considered a
representative sample from the Spanish population ra-
ther than a representation of non-HIN1pdm-infected
individuals.

Second, our study is underpowered to detect the role
of some variants on severity of H1N1lpdm infection.
Nevertheless, considering odds ratios and a significance
level of 5%, the power of the associations of rs1965708-
C with the development of ARDS and septic shock was
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Variant p-value a p-value hazard ratio p-value x? p-value Hazard ratio
rs1965708 (Q223K) 0.013 6.17 0.020 2.64(1.16-5.97) 0.015 5.92 0.013 3.36(1.28-8.79)
rs1059046 (T9N) 0.032 4.60 0.055 1.76 (0.99-3.12) 0.022 5.23 0.034 2.31(1.07-5.01)
1A' (CGA) 0.005 7.84 0.018 0.29(0.10-0.81) 0.004 8.27 0.007 0.19(0.06-0.63)

hazard ratio (95% confidence interval).

Figure 3 Kaplan-Meier estimation of days until ICU admission in hospitalized H1N1pdm-infected patients according to SFTPA2
variants. Only those comparisons with P < 0.05 were included. Solid curves represent the most frequent variant under study, and the dotted
curves, the rest of variants. Significance levels calculated by means of log-rank test and Cox regression stratified by hospital of origin and adjusted
for the variables age, gender, risk factors, secondary bacterial pneumonia and bacteremia are shown at the bottom of the figure. HR (95% Cl),

84%, and more than 88% for the need for MV. In the
haplotype analysis, statistical power was 88.56% for the
effect of the haplotype 14" on ICU admission (90.62%
for the effect in a dominant model). No correction for
multiple comparisons was performed in these compari-
sons, but, as expected by in vivo and in vitro studies

among the human collectins, only SP-A would be ex-
pected to influence HIN1pdm infectivity, and significant
associations were repeatedly observed with several clin-
ical phenotypes. Furthermore, the observed associations
were found to be independent of age, gender, risk factors
predisposing to severe HIN1 infection, and development
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J

of either secondary bacterial pneumonia or bacteremia.
Variants of SFTPA2 were clearly associated with func-
tional parameters of gas exchange, underscoring their
role in the severity of HIN1pdm-induced lung injury.

Third, criteria for ICU admission may vary between
different centers. To avoid these differences, multivariate
and Cox regression analysis to evaluate the need for ICU
admission were stratified by hospital of origin.

Conclusion

Our study suggests that variants at SFTPA2 influence
the severity of HIN1pdm infection in hospitalized pa-
tients. The potential of collectins as therapeutic agents
for the treatment of IAV-mediated disease is now being
explored [7,30]. In Sftpa—/-and Sftpd-/-mice, intratra-
cheally administered SP-A or SP-D can restore microbial
clearance and inflammation [5], and exogenous surfac-
tant preparations containing the hydrophobic SP-B and
-C are widely used for replacement therapies in pRDS.
The data from our study, together with a better know-
ledge of the functional significance of the genetic

variability at SFTPA2 on IAV-associated disease, could
pave the way for a potential treatment with haplotype-
specific (I1A") SP-A2 for patients with the most severe
forms of the disease in future IAV pandemics.

Key messages

e Genetic variation in the SFTPA2 gene influences the
outcome of patients infected with the 2009
pandemic HIN1 influenza A virus.

Data from our study may help to identify patients at
higher risk of severe pandemic (nonglycosylated)
IAV infection, who may eventually benefit from
more-personalized and targeted therapies.
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