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Introduccién

INTRODUCCION

El sistema inmunoldgico innato representa la primera linea de defensa
contra los agentes infecciosos que atraviesan las barreras mecanicas, permitiendo
una respuesta inmediata mediante una gran variedad de mecanismos efectores.
Estos mecanismos reconocen, contienen Yy, en muchos casos, eliminan
rdpidamente, a los patdgenos, estimulando ademé&s respuestas inmunoldgicas
adaptativas.

El sistema del complemento juega un papel esencial en la defensa innata.
Consta de diversas proteinas plasmaticas que son activadas por los
microorganismos, favoreciendo tanto la destruccion de éstos como la inflamacion.
El reconocimiento de los microorganismos por el complemento y, por tanto, la
activacion de éste, tiene lugar de tres formas distintas (Walport MJ, 2001): la via
clasica (VC), la cual emplea la proteina C1lq para detectar inmunoglobulinas
unidas a microorganismos u otras estructuras; la via alternativa (VA), que se
activa por el reconocimiento directo de la superficie de los microorganismos; y la
via de las lectinas (VL), la cual se activa por la unién de la lectina de union a
manosa (MBL), o ciertas ficolinas (Liu J et al, 2005), a moléculas de
carbohidratos presentes en la superficie de los microorganismos invasores, de
manera independiente de anticuerpos. Ademas, existen también vias de bypass,
que permiten la activacién de C3 en ausencia de algin componente, si bien estas
vias de bypass son relativamente débiles en comparacion con las vias estandar
(Degn SE et al, 2007). Aln asi, esta activacion podria ser particularmente
importante en diversos estados de deficiencia de complemento, tanto hereditaria
como adquirida (Selander B et al, 2006).

La deficiencia de componentes de cualquiera de las tres vias del sistema
del complemento se asocia con diversas enfermedades, como el lupus eritematoso

sistémico (LES), infecciones piogenas, o glomerulonefritis (Walport MJ, 2001).

VIA DE LAS LECTINAS DE ACTIVACION DEL SISTEMA DEL
COMPLEMENTO
La MBL es una lectina sérica dependiente de calcio, que se sintetiza

principalmente en el higado como proteina de fase aguda. En la circulacion, esta
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lectina se encuentra asociada a las serina-proteasas asociadas a la MBL (MASPS)
generando un complejo funcional (Petersen SV et al, 2001). Estas MASPs se
activan tras la unién de la lectina a estructuras de carbohidratos de la superficie de
los microorganismos (incluyendo un amplio rango de bacterias, virus, hongos,
levaduras y parasitos). Como consecuencia de esta activacion, la MASP-2
fragmenta las proteinas de complemento C4 y C2, generandose asi la convertasa
de C3, C4b2a (Schwaeble W et al, 2002), cuya actividad es central en la
activacion del complemento, y que representa el punto de convergencia de las tres
vias (figura 1.1). La funcion de las otras MASPs no esta aun del todo clara. Se ha
observado que la MASP-1 es capaz de fragmentar directamente C2 y C3 (Hajela
K et al, 2002), aunque todavia no se ha determinado el papel de la MASP-3 ni de
MAp19 (también denominada SMAP) (Sorensen R et al, 2005).

La VL también puede ser activada por las ficolinas H, L y M (Matsushita
M y Fujita T, 2002; Liu J et al, 2005). Al igual que la MBL, las ficolinas se
encuentran formando complejos con las MASPs, pero se considera que tienen

especificidades de union diferentes a la MBL.

VIA VIA DE LAS VIA
CLASICA LECTINAS ALTERNATIVA

Clq Fuase- Ap-191]
Fcur cis |
@

C4bC2a

CAM

Figura I.1. Esquema de las vias de activacion del sistema del complemento. CAM: complejo

de ataque a membrana.
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Promotor  r.5UT r. colageno r. visagra CRD

5’ e —

exoén 1 exébn2 exébn 3 exén 4
Subunidad

Unidad estructural

Oligébmero

Figura 1.2. Estructura del gen MBL2 y de su producto proteico, la lectina de unién a manosa
(MBL). En el esquema superior se representa la estructura del gen, sefialandose los exones que
codifican las diferentes regiones del polipéptido (subunidad). Tres subunidades iguales dan lugar a
una unidad estructural, cuya oligomerizacion resulta en moléculas de MBL de distinto tamafio (el
esquema inferior muestra una forma tetramérica). r.: region; CRD: dominio de reconocimiento de

carbohidratos.

ESTRUCTURA DE LA MBL HUMANA

La MBL es una proteina de la familia de las colectinas. Esta formada por

unidades estructurales de 96 KDa, que a su vez estdn compuestas por tres
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subunidades primarias idénticas de 32 KDa. Cada subunidad comprende 4
regiones distintas, codificadas por distintos exones del gen MBL2 (como se vera
mas adelante): un dominio C-terminal de reconocimiento calcio-dependiente de
carbohidratos (CRD), una regién bisagra hidrofébica de a-hélice, un dominio de
tipo coladgeno y una region N-terminal (figura 1.2) (Turner MW et al, 2000;
Dommett RM et al, 2006). La MBL circulante se encuentra formando
estructuras oligoméricas, incluyendo dimeros, trimeros, tetrdmeros, pentameros y
hexameros de la unidad estructural homotrimérica. Esta conformacion le permite
a la MBL tener multiples CRDs (figura 1.2). Cada CRD es estructuralmente
idéntico y es capaz de unirse a una variedad de motivos repetitivos de
oligosacaridos, incluyendo N-acetilglucosamina, D-manosa, N-acetilmanosamina
y L-fucosa (Turner MW, 1996) (figura 1.3), que se encuentran expuestos en
elevada densidad en la superficie de bacterias, virus, hongos y protozoos, pero que
estan ausentes en la superficie de las células de los mamiferos. La MBL también
puede unirse a fosfolipidos, acidos nucleicos y proteinas no glicosiladas (Dommet
RM et al, 2006).

MBL-MASPs

e®
©

'\.\“z/—\e.

ety
""' ""'Superficie

‘ biicteriana

Carbohidratos

Figura 1.3. Union del complejo MBL-MASPs a varios carbohidratos sobre la superficie

bacteriana, lo cual activa la via de las lectinas del sistema del complemento.

En el plasma, la MBL se encuentra formando complejos con las MASPs, sin
embargo, las diferentes formas oligoméricas de la MBL se asocian con distintas
proporciones de las MASPs y la MAp19 (Gadjeva M et al, 2004).

10
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GENETICA Y NIVELES SERICOS DE LA MBL HUMANA

En humanos existen 2 genes MBL, si bien el gen MBL1 es un pseudogén y
solo el gen MBL2 codifica proteina. EI gen MBL2 se localiza en el cromosoma 10
(10g11.2-g21). Este gen comprende 4 exones, de los cuales el exon 1 codifica el
péptido sefial, una region rica en cisteina y parte de la region de coladgeno; el exén
2 la parte restante de la region de colageno; el 3 codifica la region bisagra; y el
exon 4 el CRD (figura 1.2). La region promotora codifica elementos reguladores,
que afectan a la trascripcion de la proteina (Dommett RM et al, 2006).

Se han caracterizado varios polimorfismos en el gen MBL2, seis de los
cuales determinan una considerable variacion de la cantidad o funcionalidad de la
proteina producida. En el exdn 1 se han encontrado tres mutaciones puntuales que
dan lugar a sendas sustituciones de aminoacido en la region de colageno
(Arg52Cys, rs5030737; Gly54Asp, rs1800450; Gly57Glu, rs1800451) (Sumiya M
et al, 1991; Lipscombe RJ et al, 1992; Madsen HO et al, 1994). Estas mutaciones
originan los alelos variantes denominados D, B y C respectivamente, también
denominados de forma conjunta alelos O. El alelo salvaje se designa como alelo A
(figura 1.4). Asi, los individuos portadores del alelo salvaje en homocigosis se
denominan A/A, los heterocigotos portadores de un alelo mutado, A/O, y los
homocigotos mutados, O/O. Las sustituciones aminoacidicas resultantes dificultan
el ensamblaje y/o la estabilidad de la unidad estructural homotrimérica de la
proteina, de manera que interfieren en la formacion de oligdbmeros de elevado
orden, y resultan en una disminucion de los niveles séricos de MBL funcional. La
frecuencia de estos alelos variantes difiere entre las poblaciones humanas. Asi, el
alelo mutado B es relativamente comun (12-25%) en poblaciones euroasiaticas,
mientras que el alelo C es muy raro en euroasiaticos, pero muy comun en
poblaciones africanas subsaharianas (29%). Por su parte, el alelo D tiene una
frecuencia aproximada del 5% en poblacidn caucésica, y estd ausente en asiaticos
y en la mayoria de las poblaciones africanas. Cabe destacar que la presencia del
alelo D, si bien también disminuye los niveles séricos de proteina, tiene un efecto
menos dréastico en el descenso de la concentracion que los alelos B y C. (Garred P
et al, 2006).

En la region promotora y la region 5°UT del gen se han encontrado otros tres
dimorfismos alélicos, los cuales afectan a la expresién de la proteina: en la
posicion -550 (G>C, alelos H/L, rs11003125), en la posicion -221 (G>C, alelos

11
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Y/X, rs7096206) y en la posicion +4 (C>T, alelos P/Q, rs7095891) (Madsen HO et
al, 1995 y 1998) (figura 1.4). Como resultado de la combinacion de las variantes
de estas tres posiciones, se han observados cuatro haplotipos distintos: HYP, LYQ,
LYP y LXP, los cuales se encuentran en fuerte desequilibrio de ligamiento con las
mutaciones del exdn 1, observandose asi siete haplotipos comunes, denominados
HYPA, LYQA, LYPA, LXPA, HYPD, LYPB y LYQC. Dado que cada individuo
posee dos de estos haplotipos, existen 28 genotipos diferentes. De entre los
haplotipos portadores del alelo salvaje A, el HYPA es el que conlleva una mayor
produccion de MBL, mientras que el LXPA se asocia con una produccion
bastante reducida. La frecuencia de los siete haplotipos varia de forma
considerable entre las distintas poblaciones humanas (Lipscombe RJ et al, 1996;
Garred P et al, 2006), lo cual refleja las respectivas edades de las mutaciones
originales (fundadoras), la historia de las migraciones humanas, y las presiones
selectivas ambientales que han actuado en el genoma humano (Casanova JL y
Abel L, 2004).

Promotor r. 5UT r. colageno r. visagra CRD

Ve A ~N A N m /—Aﬂ
: o e e
exon 1 exoén 2 ex6n 3 exén 4

\

I

Alelo HIL XIY PIQ ® B cHoO

Posicion  -550 -221 +4 codones 5254 57

Figura I.4. Variantes alélicas del gen MBL2. El esquema superior representa la estructura del
gen MBL2. En el esquema inferior se representan la regidon promotora, la region 5’UT y el
exon 1, sefialandose los sitios polimoérficos en el gen. r.: region; CRD: dominio de

reconocimiento de carbohidratos.
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El hecho es que los humanos, debido mayoritariamente a estas variaciones
genéticas, muestran notables variaciones en los niveles séricos de MBL, que
oscilan entre 0 y 10.000 ng/ml. Diversas publicaciones muestran que los
individuos homocigotos A/A presentan niveles séricos de proteina elevados
(>1.000 ng/ml), mientras que los heterocigotos A/O tienen niveles mas reducidos
(300-1.000 ng/ml) y los homocigotos O/O niveles muy bajos o nulos de MBL
(<100 ng/ml) (Madsen HO et al, 1995; Steffensen R et al, 2000; Minchinton RM
et al, 2002). También se ha observado que la presencia del alelo X en lugar del Y
tiene un efecto importante de disminucion de la produccion de MBL. Una
repercusion similar se ha observado con respecto a la presencia del alelo L en
lugar del alelo H, e incluso del alelo P en lugar del Q, si bien en estos casos el
efecto es mucho menos marcado (Madsen HO et al, 1995; Steffensen R et al,
2000; Minchinton RM et al, 2002). Asi, individuos portadores de alelos XA en
ambos cromosomas tienen niveles séricos mucho menores de lo esperado en
individuos A/A, e individuos portadores de alelos XA en un cromosoma y O en el
otro (XA/QO) tienen niveles muy bajos de MBL en suero. Es por ello que, en base a
la correspondencia observada entre los alelos y los genotipos y los niveles séricos
de MBL, los genotipos XA/O y O/O, se consideran genotipos de produccion baja o
nula de MBL (esto se tratara de manera mas extensa en el capitulo V).

Aunque los resultados que asocian los genotipos con determinados niveles
de proteina varian entre las poblaciones estudiadas, no hay consenso sobre el
rango de concentracion de MBL que constituye un valor sérico normal. La
literatura muestra resultados contradictorios que pueden reflejar una combinacion
del efecto de otros polimorfismos ain no descritos, o de la existencia de
polimorfismos especificos de poblaciones (Lee SG et al, 2005), si bien también
puede deberse a la ausencia de estandarizacion metodoldgica y a la discrepancia
en la interpretacion de los datos.

Existen otros factores que afectan también a la produccion de la MBL. De
hecho, la MBL es una proteina de fase aguda que muestra un incremento
moderado (de hasta tres veces) como consecuencia de infeccion o trauma (Thiel S
et al, 1992). Del mismo modo, otros factores, como ciertas hormonas y citocinas,
pueden influir en la sintesis de MBL (Arai T et al, 1993; Hansen TK et al, 2001).
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SIGNIFICADO CLINICO DE LA MBL

Actualmente se sabe que la MBL juega un papel en diversos procesos, no
solo en la activacion del complemento, sino también en la opsonofagocitosis
independiente de complemento, en la modulacion de la inflamacion, y en el
reconocimiento de estructuras propias alteradas y el aclaramiento de células
apoptdticas. La fagocitosis es un paso crucial en la defensa para la eliminacion de
los patdgenos. También es necesaria para la remodelacion tisular durante el
desarrollo y tras una lesion, y es un mecanismo de mantenimiento de la
homeostasis mediante un aclaramiento réapido de las células apoptoticas. La MBL
es un ligando de activacién para la fagocitosis. En este sentido se ha observado
que, in vitro, facilita directamente la eliminacion rapida de células dafiadas e
impide la liberacién de componentes intracelulares potencialmente dafiinos. Al
igual que otras colectinas, se une a determinadas estructuras de carbohidratos
sobre las superficies microbianas y facilita la eliminacién de los patdgenos.
Ademas, se ha visto que la MBL influye en la produccién de citocinas por los
monocitos y los macréfagos. Estudios in vitro han mostrado que, junto con Clqg,
contribuye a la sefializacion a los monocitos de sangre periférica, modulando la
expresion de las citocinas proinflamatorias. Esta modulacion seria ventajosa
durante el aclaramiento de las células apoptoticas, asi como de otros restos
celulares, disminuyendo una posible respuesta inmunoldgica aberrante contra las
proteinas propias (revisado en Bohlson SS et al, 2007). Cabe sefialar que el
defecto en el aclaramiento de las células apoptdticas se ha implicado en la
patogénesis de ciertas patologias autoinmunes. Diversos estudios apuntan a un
papel complejo de la MBL en la inflamacion; de hecho, parece ser que el efecto
de la MBL sobre la produccién de citocinas es dependiente de su concentracion
(Klein NJ, 2005).

La elevada frecuencia de las variantes alélicas del gen MBL2, asi como el
hecho de la aparicion de éstas en distintos grupos étnicos en diferentes areas
geograficas, sugiere que el defecto de MBL debe tener algin tipo de ventaja
evolutiva, al igual que sucede con la anemia falciforme y la malaria. Actualmente
hay dos hipotesis, no necesariamente excluyentes, para explicar la posible presion
positiva que habria seleccionado a los alelos variantes de MBL2: la hipétesis
principal sugiere que la MBL favorece la internalizacion de los microorganismos

parasitos intracelulares, de modo que el defecto de MBL resultaria protector frente
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a la infeccion por dichos microorganismos; la otra hipétesis plantea que una
activacion excesiva de complemento puede ser perjudicial, de modo que el
defecto de MBL vy, por tanto, una reduccion en la activacion del complemento,
resultaria beneficioso en algunas circunstancias.

Es por ello que la MBL ha sido estudiada en gran nimero de enfermedades,
habiéndose encontrado una asociaciéon en algunas de ellas tanto con los niveles
bajos de MBL como con los altos, asi como con distintos alelos y genotipos del
gen MBL2. Todo ello refleja lo que algunos autores han definido como “el
cardcter Jekyll y Hyde” de la MBL. Mas recientemente otros autores han
propuesto, como alternativa, la neutralidad evolutiva (Verdu P et al, 2006; Boldt
AB et al, 2006). (Las diversas hipotesis, tanto de seleccidon positiva, como de

neutralismo, se recogen en el capitulo 1V).

MBL e infeccién.

La MBL interacta con una amplia variedad de patdgenos (Jack DL et al,
2001; Kilpatrick DC et al, 2002; Eisen DP et al, 2003). Esto incluye bacterias
tanto Gram-positivas como Gram-negativas, a las cuales opsoniza gracias a
componentes de sus superficies celulares, como el lipopolisacarido y el acido
lipoteicoico.

El defecto de MBL se ha mostrado méas relevante en los pacientes
inmunocomprometidos. De hecho, los efectos del déficit de MBL se observaron
originalmente en estudios realizados en poblacion pediatrica (en nifios entre 6 y
24 meses, en la ventana de vulnerabilidad en que ya han desaparecido los
anticuerpos proporcionados por la madre, pero el sistema inmunoldgico
adaptativo del nifio aun estd inmaduro), en los que se encontré una asociacion
entre el déficit de MBL e infecciones respiratorias agudas o recurrentes
(Summerfield JA et al, 1997; Koch A et al, 2001) y con enfermedad
meningocdcica (Hibberd ML et al, 1999). Del mismo modo, se ha relacionado el
defecto de MBL con infecciones bacterianas graves en pacientes adultos
inmunosuprimidos con tratamiento quimioterapico (Peterslund NA et al, 2001;
Mullighan CG et al, 2002). Los niveles bajos de MBL (0 sus genotipos asociados)
se han relacionado también con distintos tipos de enfermedad pulmonar
bacteriana. Este es el caso de la neumonia neumocdcica (Roy S et al, 2002;
Kronborg G et al, 2002; Eisen DP et al, 2003), si bien hasta la fecha no ha habido
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consenso sobre si la MBL se une al neumococo de forma significativa (la
patologia neumocacica se tratara con mayor amplitud en el capitulo VII). Por otra
parte, la infeccion por micobacterias (tanto Mycobacterium tuberculosis como M.
leprae) se ha asociado con niveles séricos elevados de MBL, dada su
caracteristica de patdgenos intracelulares cuya internalizacion es facilitada por el
complemento (el papel de la MBL en la tuberculosis se abordara con mayor
profundidad en el capitulo VI). Estudios en fibrosis quistica han mostrado un
ejemplo del doble papel de la MBL en la susceptibilidad a la infeccion y la
modulacion de la inflamacion (Nuytinck L y Shapiro F, 2004; Dommett RM et al,
2006).

También se ha observado la union de la MBL a virus, como el herpes
simplex o el influenza A. En el caso de los virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH) 1y 2, se ha visto que la MBL opsoniza eficientemente el virus y es capaz
de impedir su entrada en los linfocitos T, si bien su capacidad para neutralizarlo es
relativamente baja. Diversos estudios se han centrado en el papel de la MBL en la
susceptibilidad al VIH y en la progresion del SIDA (sindrome de la
inmunodeficiencia adquirida) (este tema se abordara con mayor profundidad en el
capitulo VI). Otros estudios han aportado resultados contradictorios sobre la
influencia de la MBL en la hepatitis B y C, mientras que trabajos recientes han
demostrado la union de la MBL al coronavirus causante del SARS (sindrome
respiratorio agudo severo) y su capacidad para inhibir la infecciéon (Ip WK et al,
2005).

El manano, componente principal de la pared celular de los hongos, es
reconocido por la MBL. De hecho, se ha observado la union de MBL a una
variedad de hongos, como Candida albicans, Aspergillus fumigatus vy
Criptococcus neoformans. El defecto de MBL se ha asociado con diversas
micosis, lo cual es importante si se tiene en cuenta la frecuencia de las infecciones
fangicas en personas inmunocomprometidas y la dificultad su tratamiento.
(Gadjeva M et al, 2004; Worthley DL et al, 2005).

La MBL también se une a diversos parasitos. De hecho, varios estudios han
analizado el papel de la MBL en pacientes con malaria, aunque la mayoria ha
encontrado una asociacion nula o débil del defecto de MBL con la enfermedad.
(Eisen DP y Minchinton RM, 2003).
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MBL y enfermedades no infecciosas.

El defecto de MBL se ha relacionado con diversos trastornos autoinmunes.
Existen evidencias de que el sistema inmunol6gico innato puede conducir a
fendmenos de autoinmunidad al promover una respuesta inmunoldgica excesiva, 0
mediante un aclaramiento defectuoso de las células apoptoticas. Diversos estudios
han asociado las variantes del gen MBL2, o la baja produccion de MBL, con un
mayor riesgo de padecer LES, asi como con las posibles complicaciones de dicha
enfermedad (lo cual se abordara con mas profundidad en el capitulo V). Los
estudios sobre el papel de la MBL en la susceptibilidad a la artritis reumatoide
son controvertidos, aunque si coinciden en el hecho de un peor prondstico
asociado al defecto de la proteina (Saevarsdottir S et al, 2001; Bouwman LH et al,
2006).

El papel patogénico de la MBL también ha sido estudiado en otras
enfermedades cardiovasculares, tumorales y obstétricas.

Cuestion a parte seria el sindrome de la respuesta inflamatoria sistémica
(SIRS), un ejemplo, junto con la fibrosis quistica, del papel de la MBL en la
inflamacién (Klein NJ, 2005; Thiel S et al, 2006). EI SIRS puede producirse por
diversas causas, siendo una de ellas la respuesta a una infeccion; es entonces
cuando se emplea el término “sepsis” (la cual serd tratada en el contexto de la
neumonia adquirida en la comunidad en el capitulo VII). Otras enfermedades
inflamatorias estudiadas en relacion a la MBL han sido la colitis ulcerativa y el
sindrome de Crohn.

Actualmente se tiende a pensar que el defecto de MBL se asocia
selectivamente con un aumento en el riesgo de infeccion y de autoinmunidad,
influyendo en la gravedad y en la evolucion de multiples enfermedades. Esta
predisposicion se hace mas evidente en el contexto de otro defecto inmunoldgico,
ya sea por una inmunodeficiencia primaria, o secundaria (como es el caso del
SIDA, o del LES). Estos pacientes en que concurren el defecto de MBL vy otra
deficiencia del sistema inmunologico, deberian ser monitorizados de una forma
mas estrecha y tratados con criterios individualizados. No obstante, se precisan
estudios mas amplios, tanto en tamafio muestral como en diversidad de

poblaciones, para alcanzar conclusioines definitivas.
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LAS SERINA-PROTEASAS ASOCIADAS A MBL

Las MASPs son unas enzimas proteoliticas responsables de la activacion de
la VL del complemento, las cuales pertenecen a la superfamilia de las serina-
proteasas. Tanto la MBL como las ficolinas se han encontrado asociadas con las
MASP-1, 2 y 3, asi como con la no proteasa MAp19 (o SMAP) (Fujita T et al,
2004; Sorensen R et al, 2005).

Proenzima
Péntido sefal Enlace
| CuB 1 EGF CUB 2

4

Forma activa

Figura 1.5. Estructura de los dominios de las MASPs: dos dominios CUB separados por
un dominio EGF (dominio tipo factor de crecimiento epidérmico), dos dominios CCP
(proteinas de control de complemento) o SCR (repeticiones consenso cortas) y un
dominio de serina-proteasa. Al unirse la MBL a los carbohidratos sobre la superficie de
los microorganismos, la forma proenzima de la MASP se fragmenta, lo que da lugar a la
forma activa, constituida por dos polipéptidos. (Modificado de T. Fujita et al,

Immunological Reviews 2004).

Su estructura general, similar a los componentes de la VC Clr y Cls,
consiste en seis dominios: dos dominios CUB, uno de proteina tipo factor de
crecimiento epidérmico (EGF), dos proteinas de control de complemento o
repeticiones consenso cortas, y un dominio serina-proteasa (figura 1.5) (Fujita T et
al, 2004). Se ha observado que las MASPs se encuentran formando homodimeros,
para lo cual son necesarios los dominios CUB1-EGF. Estos dominios también son
necesarios para la union de las MASPs a la MBL, que parece ocurrir a través de la
region colageno de ésta ultima (Holmskov U et al, 2003; Takahashi K et al,
2006). Se ha observado que menos de un 10% de MASP-1, MASP-2 y MAp19
estd formando un complejo con la MBL (Sorensen R et al, 2005).

La MASP-2 activa a C4 y C2 de una manera aparentemente idéntica a las

enzimas de C1 Clr y Cls. La forma activa de la MASP-2 consiste en dos
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polipéptidos unidos por puentes disulfido a la MBL (Holmskov U et al, 2003;
Fujita T et al, 2004). Estos polipéptidos son sintetizados en el higado y secretados
al suero en su estado de proenzima inactiva. Es esta forma de proenzima la que
establece complejos con la MBL y, cuando se produce la union de la MBL (o las
ficolinas) a los carbohidratos de la superficie de los microorganismos, la forma de
proenzima de la MASP se fragmenta, convirtiéndose en la forma activa y
adquiriendo asi su actividad proteolitica frente a los componentes del
complemento. La MASP-2 fragmenta a C4 y C2, generando la convertasa de C3.
Por su parte, se ha observado que la MASP-1 fragmenta a C3 y C2, mientras que
el papel de MASP-3 y de MAp19 en este contexto permanece desconocido
(Holmskov U et al, 2003; Fujita T et al, 2004).

Las MASPs son codificadas por dos genes. EI gen MASP2 se encuentra en el
cromosoma 1p36.2-3, siendo la MAp19 una forma truncada de la MASP-2. El gen
MASP-1/3, en el cromosoma 3027-028, codifica la MASP-1 y, mediante un
procesamiento alternativo, la MASP-3 (Holmskov U et al, 2003).

Debido al papel que desarrolla la MASP-2 en la actividad bioldgica, tanto de
la MBL como de las ficolinas, cabria esperar que el defecto de MASP-2 tuviera
unas consecuencias mas amplias que el de la MBL. En 2003 se describi6 el primer
individuo con defecto funcional de la MASP-2 (Stengaard-Pedersen K et al). Este
individuo resulté ser homocigoto para una mutacién en el dominio CUB1 del gen
MASP2, la cual fue denominada D105G, y cuya consecuencia era una reduccion
drastica en los niveles séricos de la proteina y de la actividad de la VL. Este
individuo era un paciente con diversas manifestaciones autoinmunes e infecciones
recurrentes, incluyendo neumonia y bacteriemia. Recientemente se han descrito
otros casos con este defecto en homocigosis (esto se tratara mas ampliamente en
el capitulo VIII). La presencia de esta mutacion y su posible papel se ha estudiado
en diversas enfermedades, sin observarse ningin resultado clinico relevante,
aunque si una asociacion entre los niveles séricos de MASP-2 y la gravedad vy el
prondstico de ciertos tipos de cancer (Ytting H et al 2005 y 2005b).

Se han descrito otras mutaciones en el gen MASP2 en diversas poblaciones,
con un claro caracter de endemismo en la mayoria de los casos. Algunas de estas
mutaciones se han relacionado con niveles reducidos de MASP-2, aunque la
mutacion D105G es la causa principal de los niveles bajos de esta proteina en

poblacion caucasica (Lozano F et al, 2005; Thiel S et al, 2007). Ademas, hasta la
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fecha no se ha descrito asociacién de ninguna de estas otras mutaciones con

enfermedad alguna.
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HIPOTESIS

En base a los antecedentes expuestos en el capitulo I, se plantean las siguientes

hipétesis:

1. a. Las frecuencias alélicas y genotipicas del gen MBL2 varian en las distintas
poblaciones.
1. b. Los niveles séricos de MBL y la actividad de la VL dependiente de MBL

varian en funcién del genotipo MBL2.

2. Los alelos y genotipos del gen MBL2 asociados a una produccion insuficiente
de la proteina son un factor de susceptibilidad de padecer LES, asi como de
padecer determinadas manifestaciones clinicas de la enfermedad y de una peor

evolucion de ésta.

3. a. Los alelos y genotipos del gen MBL2 asociados a una produccion insuficiente
de la proteina se asocian con una mayor susceptibilidad a la infeccion por el VIH.

3. b. Los alelos y genotipos de produccion suficiente de MBL se asocian con una
mayor susceptibilidad a padecer tuberculosis (TBC) activa, tanto en individuos

VIH-positivos, como en VIH-negativos.

4. Los alelos y genotipos del gen MBL2 asociados a una produccion insuficiente
de la proteina se asocian con una mayor susceptibilidad a neumonia adquirida en
la comunidad (NAC), asi como a una mayor gravedad y a un peor prondstico de la

misma.

5. a. Las frecuencias alélicas y genotipicas del alelo mutado D105G del gen
MASP?2 varian en las distintas poblaciones.

5. b. Los niveles séricos de MASP-2 varian en funcion del genotipo MASP2, y la
actividad de la VL dependiente de MBL varia en funcién de los genotipos MBL2
y MASP2.
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5. ¢. Los alelos y genotipos del gen MASP2 defectuosos en la produccion de
proteina se asocian con la susceptibilidad y gravedad de enfermedades

autoinmunes e infecciosas, como son el caso del LES y la NAC en adultos.
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OBJETIVOS

1. a. Establecer las frecuencias alélicas y genotipicas de las variantes del gen
MBL2 en poblacion espafiola, canaria y bereber, y analizar las diferencias entre
estas poblaciones y otras previamente descritas.

1. b. Confirmar la correspondencia entre los grupos de genotipos y los niveles
séricos de MBL, asi como la actividad de la VL dependiente de MBL.

2. Determinar si los polimorfismos del gen MBL2 se asocian con la
susceptibilidad al LES y con ciertas caracteristicas clinicas de la enfermedad en

mujeres canarias.

3. a. Determinar si los polimorfismos del gen MBL2 se asocian con la
susceptibilidad a infeccidn por el VIH, asi como con determinadas caracteristicas

epidemioldgicas de los pacientes VIH-positivos.

3. b. 1. Determinar si los polimorfismos del gen MBL2 se asocian con la
susceptibilidad a TBC activa en pacientes VIH-negativos. Comparar las
frecuencias de estos polimorfismos con las de individuos del entorno familiar de
los pacientes, pero que no hayan desarrollado la enfermedad (estén infectados o

no por el M. tuberculosis).

3. b. 2. Determinar si los polimorfismos del gen MBL2 se asocian con la

susceptibilidad a TBC activa en pacientes VIH-positivos.

4. Determinar si los polimorfismos del gen MBL2 se asocian con la
susceptibilidad a NAC en poblacion espafiola, asi como con una mayor gravedad
y un peor prondstico de la enfermedad. Analizar si existen diferencias en funcion
del patdégeno causante de la enfermedad (principalmente Streptococcus

pneumoniae).
5. a. Establecer las frecuencias alélicas y genotipicas de la mutacion D105G del

gen MASP?2 en las distintas poblaciones sanas estudiadas y analizar las diferencias

entre estas poblaciones.
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5. b. Confirmar la correspondencia entre los grupos de genotipos y los niveles
séricos de MASP-2, asi como con la actividad de la VL dependiente de MBL.

5. c¢. Determinar si el polimorfismo D105G del gen MASP2 se asocia con la
susceptibilidad al LES y a la NAC en adultos.
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MATERIALES Y METODOS

1. GRUPOS DE INDIVIDUOS A ESTUDIO

1.1. POBLACIONES SANAS A ESTUDIO

POBLACION CANARIA

El grupo control de poblacion sana canaria lo formaron 730 individuos de
origen espafiol no relacionados entre si, los cuales fueron voluntarios en el
Hospital Universitario de Gran Canaria “Dr. Negrin”. La edad media de este

grupo control fue de 35,40 afios + 10,68 (56.7% mujeres).

POBLACION DE MADRID

Se analizdé un grupo sano de individuos de Madrid formado por 388
donantes de sangre (40.7% mujeres; edad media 51,63 + 17,49 afios) de origen
espafiol y no relacionados entre si, voluntarios en el Hospital Universitario de la

Princesa.

POBLACION DE VALENCIA
El grupo sano de poblacion valenciana lo formaron 329 donantes de sangre
(edad media 38,79 + 9.92 afios; 37.6% mujeres) de origen espafiol y no

relacionados entre si, voluntarios en el Hospital Clinico Universitario de Valencia.

POBLACION DE HUESCA
El grupo sano de poblacion de Huesca lo formaron 107 donantes de sangre
(edad media 41,90 + 9,74 afios; 74,5% mujeres) voluntarios en el Hospital San

Jorge.

POBLACION BEREBER
Se analizaron 70 muestras de origen bereber procedentes de individuos
sanos de la region del Atlas (Marruecos) (edad media 40,40 afios + 14,39; 57.1%

mujeres), obtenidas por la Dra. Laila ElI Fenniri (Département d'Immunologie-
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Virologie, Institut national d'Hygiene, Rabat, Moroc) y procesadas en nuestro
hospital.

CONTACTOS FAMILIARES DE PACIENTES CON TUBERCULOSIS
Se analizaron 142 contactos familiares de los pacientes con TBC. Estos
son descritos en el capitulo VI.

1.2. CASOS

PACIENTES CON LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO
En el estudio se incluyeron 89 mujeres espafiolas no relacionadas, en
seguimiento en el Hospital Universitario de Gran Canaria “Dr. Negrin”. Estas son

descritas en el capitulo V.

PACIENTES CON TUBERCULOSIS ACTIVA
En este grupo se incluyeron 127 pacientes espafioles diagnosticados de
TBC en el Hospital Universitario de Gran Canaria “Dr. Negrin”. Estos son

descritos en el capitulo V1.

PACIENTES INFECTADOS POR EL VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA
HUMANA

Este grupo lo formaron 615 pacientes espafioles infectados por el VIH, en
seguimiento en el Hospital Universitario de Gran Canaria “Dr. Negrin”. Ciento
seis de estos pacientes también fueron diagnosticados de TBC. Los pacientes

infectados por el VIH son descritos en el capitulo VI.

PACIENTES CON NEUMONIA ADQUIRIDA EN LA COMUNIDAD

En este grupo se incluyeron 848 pacientes ingresados con diagnostico de
NAC en el Hospital Universitario de Gran Canaria “Dr. Negrin”, en el Hospital
Universitario de La Princesa y en el Hospital Clinico Universitario de Valencia.

Estos pacientes se describen en el capitulo VII.
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1.3. OTROS GRUPQOS

CONTROLES PAREADOS NO SANOS DE LOS PACIENTES CON NAC
Se analizaron 391 individuos de Gran Canaria y 128 de Madrid con
enfermedades no infecciosas, ajustados por edad y sexo con los pacientes con

NAC. Estos son descritos en el capitulo VII.

2. DETERMINACIONES GENETICAS
La extraccion de ADN, asi como el tipaje de los genes MBL2 y MASP2 de

todas las muestras, se realizaron en la Unidad de Inmunologia del Hospital

Universitario de Gran Canaria “Dr. Negrin”.

2.1. EXTRACCION DE ADN GENOMICO

De cada individuo a estudio se obtuvo una muestra de entre 5 y 10 ml de
sangre venosa anticoagulada en un tubo con EDTA, que se proceso segun el
siguiente protocolo estandar de extraccion por fenol-cloroformo (modificado de
Blin N y Stafford DW, 1976):

Para el aislamiento y lavado de las células blancas, a la sangre total de
cada individuo se le afiadio tampdn de lisis de células rojas hasta un volumen de
50 ml y se centrifugd a 600 xg durante 10 minutos. A continuacion se decanto el
sobrenadante y se repitio el lavado dos veces mas.

Las células blancas se lisaron resuspendiendo el precipitado resultante en 4
ml de solucion de lisis e incubando en agitacion a 42°C hasta el dia siguiente. Tras
este paso, se afiadieron 4 ml de fenol/cloroformo/isoamilico y se puso en agitacion
10 minutos a temperatura ambiente, centrifugdndose a continuacion 10 minutos a
1.700 xg. La fase superior (acuosa) resultante se pasé a otro tubo y se repitio el
proceso, desechandose la fase inferior (organica). Para el siguiente paso, se
afiadieron 4 ml de cloroformo-isoamilico a la fase superior y se puso en agitacion
a temperatura ambiente durante 7 minutos, tras lo cual se centrifugdé 5 minutos a
1.200 xg. De nuevo se rescatd la fase superior acuosa y se repitié el proceso. Se
afiadieron 300 ul de NaCl 3M y 4 ml de isopropanol, mezclando suavemente por

inversion hasta la aparicion del precipitado. Dicho precipitado se extrajo a otro
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tubo y se lavé durante 30 minutos en etanol al 70% frio, tras lo cual se dejo secar
a temperatura ambiente hasta el dia siguiente. Una vez seco, se afiadieron 500 pul
de tris-EDTA (TE) 1/0,1 y se puso a rotar en un agitador orbital en dias sucesivos
hasta su resuspension.

A los ADN asi resuspendidos se les midio tanto su concentracion como su
pureza mediante espectrofotometria, ajustandose la concentracion a 100 pg/mi

mediante adicién del TE 1/0,1 necesario.

2.2 DETERMINACION DE LOS POLIMORFISMOS DEL GEN
MBL2

La tabla 111.1 muestra las secuencias de los oligonucleo6tidos empleados para
las distintas amplificaciones. Los protocolos empleados son en su mayoria
modificaciones de Madsen HO et al (1994, 1995 y 1998) y Sullivan KE et al
(1996).

Tabla 11.1. Oligonucledtidos empleados para el andlisis genético de los genes MBL2 y MASP2.

Nombre Amplificacion Secuencia

MBP2 Eg‘;f_rssglfa"\"fgi f‘('e'o D, 5.CAGGCAGTTTCCTCTGGAAGG-3'

MBP3 Directo PCR alelos By C 5-CCCAGATTGTAGGACAGAG-3

MBP4 Directo SDM-PCR alelo D 5-CATCAACGGCTTCCCAGGCAAAGACGCG-3
MBP5 Directo PCR-SSP alelo L 5-TTACCCAGGCAAGCCTGTC-3’

MBP7 Directo PCR-SSP alelo X 5-CATTTGTTCTCACTGCCACC-3

MBP8 Directo PCR-SSP alelo Y 5-CATTTGTTCTCACTGCCACG-3

MBP13 Directo PCR-SSP alelo H 5-GCTTACCCAGGCAAGCCTGTG-3’

MBP14  Reverso PCR-SSP alelo X c/t  5-GGAAGACTATAAACATGCTTTCG-3’
MBP15 Reverso PCR-SSP alelo Y ¢/t  5-GGAAGACTATAAACATGCTTTCC-3’
MBP17 Reverso PCR alelos By C 5-AGTTGTTGTTCTCCTGTCCAG-3’

PQD Directo SDM-PCR P/Q 5-ACCCAGATTGTAGGACAGAGGGCAAGC-3’
PQI Reverso SDM-PCR P/Q 5-TTGCAGAGACAGAACAGC-3’

EXTD Directo PCR-SSP X/Y 5-GCTTACCCAGGCAAGCCTG-3’

CUBID  Directo PCR MASP-2 5-CCTGGCAAGGACACTTTCTAC-3

M2-1R2 Reverso PCR MASP-2 5-‘ACTGAAGGCAGGGCTGCCTG-3’

c/t: cis/trans
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En la figura I11.1 se puede ver un esquema de la region a amplificar del gen
MBL2, con la situacion de los oligonucledtidos utilizados.

PQD
MBP7, 8
MBP13, 5
MBP3
» ....................................... .«
MBP[14, 15
5 2
A A T
Alelo H/L XY P/Q A/D AIB AIC
Posicién -550 -221 +4 Codones 52 54 57
PCR-RFLP SDM-PCR-RFLP I PCR-SSP

Figura lll.1. Representacién esquematica de la region estudiada del gen MBL2,
sefialando la posicion de los sitios polimdrficos analizados, asi como la colocacion de los

oligonucledtidos empleados y el tipo de amplificacion llevada a cabo con éstos.

TIPAJE DE LAS VARIANTES DEL EXON 1
Amplificacion del ADN:
Para la determinacion de las mutaciones en posicion 54 y 57 del exon 1

del gen MBL2 (alelos B y C respectivamente) se amplifico un fragmento de 679
pb de la regién mediante el método de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
empleando los oligonucleétidos MBP3 y MBP17. La amplificacion se realiz6 en
un volumen de 50 ul, con 250 ng de ADN genomico, 1,5 mM de MgCly,
deoxinucleotidos trifostato (JNTP) a 0,2 mM cada uno, 0,3 uM de cada
oligonucleotido y 1,25 U de polimerasa AmpliTaq (Perkin-Elmer, NJ, EE.UU.) en
su propio tampoén. La PCR se realiz6 en un termociclador 9.600 de Perkin-Elmer
segun el siguiente protocolo: 2 minutos de desnaturalizacién inicial a 94°C; 30
ciclos de 30s a 94°C, 60s a 62°C y 120s a 72°C; 5 minutos de extension final a
72°C.

Para la determinacion de la mutacion en posicion 52 del exon 1 del gen
(alelos D) se amplifico un fragmento de 119 pb de la region mediante PCR con
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mutagénesis dirigida de sitio (SDM-PCR) empleando los oligonucleétidos MBP2
y MBP4 como cebadores especificos, y una banda control de 294 pb en el mismo
tubo de reaccion, con los oligonucleétidos MBP9 y MBP10. La amplificacion se
realizé en un volumen de 50 ul, con 350 ng de ADN gendémico, 1,5 mM de
MgCl,, dNTP a 0,2 mM cada uno, 0,3 uM de cada oligonucleétido y 1,25 U de
polimerasa AmpliTag en su propio tampon. La PCR se realizO en un
termociclador PTC-100 de MJ Research segun el siguiente protocolo: 2 minutos
de desnaturalizacion inicial a 94°C; 35 ciclos de 30s a 94°C, 30s a 58°C y 60s a
72°C; 5 minutos de extension final a 72°C.

Para verificar la amplificacion de ambas PCR, se tomaron 8 ul de cada
producto de amplificacion y se mezclaron con 4 ul de tampdn de carga y 8 ul de
agua destilada, sometiéndose los 20 ul finales de cada muestra a electroforesis en
gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio (0,005%) y visualizacion en un

transiluminador de luz UV.

Andlisis de los polimorfismos:

La determinacion de la presencia o no de las tres mutaciones se realiz6
mediante digestion con enzimas de restriccion y andlisis de los polimorfismos en
la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP).

Para el analisis del alelo B, se sometio el producto de PCR a digestion con
la enzima Banl (New England Biolabs, Ipswich, MA, EE.UU.) incubando 8 pl del
amplificado con 8 U de la restrictasa durante 60 minutos a 50°C. A continuacion,
el volumen total fue sometido a electroforesis en gel de agarosa al 2% con
bromuro de etidio, visualizado en luz UV y fotografiado. La enzima Banl tiene un
sitio de corte constitutivo en el fragmento amplificado, dando lugar al siguiente
patron de bandas: una banda de 569 pb y otra de 116 pb en los individuos
homocigotos no portadores de la mutacion; en los individuos homocigotos
mutados la banda de 569 pb, es escindida en dos de 308 y 261 pb, manteniéndose
intacta la banda de 166 pb; los individuos heterocigotos presentan los cuatro
tamarios de banda (569, 308, 261 y 166 pb) (Fig. 1.2 A).
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+/B M +/+ +/+ B/B

569 pb —»

308 pb
261 pb —>

116 pb —»

C/IC +/+ +/C +/C +/+ +/IC ++ M

508 pb —»
280 pb
928 pb ——F fum
94,83pb —»p

Figura ll.2. Gel de electroforesis mostrando el patrén de bandas obtenidas tras el
analisis por RFLP (andlisis de los polimorfismos en la longitud de los fragmentos de
restriccion) del producto de amplificado de 685 pb para la identificacion de los alelos
mutados B y C del gen MBL2. A. RFLP mediante la enzima de restriccién Banl para el
andlisis de los alelos B (+/+: individuo homocigoto no portador de la mutacion, +/B:
individuo heterocigoto, B/B: individuo homocigoto mutado; M: marcador de peso
molecular). B. RFLP mediante la enzima de restriccion Mboll para el andlisis de los alelos
C (+/+: individuo homocigoto no portador de la mutacion, +/C: individuo heterocigoto, C/C:
individuo homocigoto mutado; M: marcador de peso molecular). Ambas fotografias
corresponden a geles de agarosa al 2% tefiidos con bromuro de etidio.

Para el analisis del alelo C, el producto de PCR fue sometido a digestion
con la enzima Mboll (New England Biolabs, Ipswich, MA, EE.UU.), incubando 8
pl del amplificado con 7 U de la restrictasa durante 90 minutos a 37°C. A
continuacidn, el volumen total fue sometido a electroforesis en gel de agarosa al
2% con bromuro de etidio, visualizado en luz UV y fotografiado. La Mboll tiene
dos sitios de corte constitutivo, dando lugar al siguiente patrén de bandas: 3
bandas de 508, 94 y 83 pb en los individuos homocigotos no portadores de la
mutacién; en los individuos homocigotos mutados el fragmento de 508 pb es
escindido en dos fragmentos de 280 y 228 pb, manteniéndose intactos los
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fragmentos de 94 y 83 pb; los individuos heterocigotos presentan los cinco
tamarios de banda (508, 280, 228, 94 y 83 pb) (Fig.1ll. 2 B).

Para el analisis del alelo D, se someti6 el producto de la SDM-PCR a dos
digestiones por separado, incubando 8 ul del amplificado con 15 U de la enzima
Mlul (New England Biolabs, Ipswich, MA, EE.UU.) y otros 8 ul del amplificado
con 12 U de la enzima Hhal (New England Biolabs, Ipswich, MA, EE.UU.) o su
isoesquizomero, la Cfol (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania), ambos
durante 90 minutos a 37°C. A continuacion, el volumen total fue sometido a
electroforesis en gel de poliacrilamida al 6% y posterior tincion en un bafio de
bromuro de etidio, visualizandose en luz UV vy fotografiandose. La Mlul divide el
producto de la SDM-PCR especifico para el alelo D en dos fragmentos de 100 y
25 pb, no produciéndose corte si el individuo carece de este alelo (o sea, en el
caso de alelo A, B o C). La Hhal (o Cfo I) escinde el producto de amplificado en
los fragmentos de 100 y 25 pb en individuos con alelos A, B o C, no digiriendo el
amplificado en el caso de alelo D. Por su parte, el amplificado correspondiente al
control de corte genera dos bandas de 245 y 49 pb en todos los individuos al ser
digerido con la Mlul (Fig. 111.3).

245 pb —»

125 pb—»
100 pb—»

49, 25 pb —»

Figura 111.3. Gel de electroforesis mostrando el patron de bandas obtenidas tras el analisis por
RFLP (analisis de los polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccion) del
producto de amplificado de 125 pb para la identificacién del alelo mutado D del gen MBL2. Las
calles 2, 4 y 6 muestran el resultado del analisis por RFLP mediante la enzima de restriccion
Mlul, mientras que las calles 1, 3 y 5 muestran el resultado de RFLP mediante la enzima Hhal
(0 su isoesquizomera Cfol) (+/+: individuo homocigoto no portador de la mutacién, +/D:
individuo heterocigoto, D/D: individuo homocigoto mutado; M: marcador de peso molecular).

La fotografia corresponde a un gel de poliacrilamida al 6% tefiido con bromuro de etidio.
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TIPAJE DE LAS VARIANTES DE LA REGION DEL PROMOTOR
Amplificacién del ADN:

Para la determinacion de las variantes del promotor del gen se amplifico
la region mediante PCR con oligonucledtidos especificos de secuencia (PCR-
SSP).

Para las variantes del promotor en posicion -550 (alelos H o L), se
emplearon el oligonucleétido MBP13 como especifico para la reaccion de
amplificacion del alelo H y el MBP5 como especifico para la amplificacion del
alelo L, y el MBP2 como reverso de ambas. En ambas amplificaciones se
incluyeron dos oligonucleotidos para generar un control de amplificacion de 226
pb. Ambas amplificaciones se realizaron en un volumen de 50 pl, con 300 ng de
ADN gendmico, 2,3 mM de MgCl,, dNTP a 0,2 mM cada uno, 0,18 uM de cada
oligonucle6tido y 2 U de polimerasa AmpliTaq en su propio tampén. Las PCR se
realizaron en un termociclador 9.600 de Perkin-Elmer seglin el siguiente
protocolo: 2 minutos de desnaturalizacion inicial a 94°C; 30 ciclos de 30s a 94°C,
60s a 65°C y 60s a 72°C; 5 minutos de extension final a 72°C. Los productos de
amplificacion resultantes tanto para el alelo H como para el L tenian 883 pb.

Para las variantes del promotor en posicion -221 (alelos X o Y), se procedio
del mismo modo que para las variantes en posicion -550, pero empleandose los
oligonucle6tidos MBP7 como especifico para X y MBP8 como especifico para Y,
teniendo los productos resultantes 554 pb, tanto para el alelo X como parael Y.

Para el tipaje de X/Y en aquellos grupos en que so6lo se analizaron las
variantes de exdn y ésta variante de promotor, se emple6 una técnica de PCR-
SSP, en la cual se amplifican en la misma reacciéon ambos alelos. Para ello se
emplearon los siguientes cebadores: MBP7 como especifico para X, MBP15 como
especifico para Y, EXTD como oligonucledtido directo tanto para la amplificacion
de Y como de la banda control de amplificacion, y MBP2 como oligonucledtido
reverso para la amplificacion de X y de la banda control. Los amplificados
resultantes tenian un tamafio de 554 pb para el alelo X, 372 para el Y, y 884 el
control.

Para el analisis de la localizacion cis/trans de las variantes del promotor se
realizaron cuatro PCR-SSP en las que el oligonucledtido directo era especifico
para una variante de la posicion -550 y el reverso para una variante de la posicion

-221. Para HY se emplearon los oligonucleotidos MBP13 (directo especifico de H)
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y MBP15 (reverso especifico de Y); para LY se emplearon MBP5 (directo
especifico de L) y MBP15; para LX, MBP5 y MBP14 (reverso especifico de X);
para HX, MBP13 y MBP14. En las cuatro amplificaciones se emplearon también
en la misma reaccion los oligonucle6tidos MBP9 y MBP10 para la generacion de
una banda control de amplificacion. La amplificacion se realiz6 del mismo modo
que para las PCR-SSP sencillas, pero con 35 ciclos de 30s a 95°C, 30s a 60°C y
30s a 72°C. Los amplificados HY y HX tenian un tamafio de 372 pb, mientras que

los de LY y LX tenian 370 pb.
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' 4— 554 pb
| «— 226 pb
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884 pbp —»

554 pb —»
372 pb —»

Figura lll.4. Gel de electroforesis mostrando el patron de bandas resultantes de la
amplificacion de la region del promotor del gen MBL2 para la identificacion de los alelos
variantes H y L, asi como X e Y. A. Bandas de amplificacion de la PCR-SSP
(amplificaciéon por reaccion en cadena de la polimerasa con polimorfismo de cadena
sencilla) para el andlisis de los alelos H/L y X/Y. B. Bandas de amplificacion de la PCR-
SSP doble para el analisis de los alelos X/Y. M: marcador de peso molecular. Sendas

fotografias corresponden a geles de agarosa al 2% tefiidos con bromuro de etidio.
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Analisis de los polimorfismos:

Para determinar tanto las variantes de promotor presentes en cada
individuo, como su localizacion cis/trans, se tomaron 8 ul de cada producto de
amplificacion y se sometieron a electroforesis en agarosa con bromuro de etidio y

visualizacion en luz UV, del mismo modo que para las PCR-RFLP (Figuras 111.4
y 111.5).

«— 3720370 pb
¥~ 294 pb

Figura Ill.5. Gel de electroforesis mostrando el patron de bandas resultante de la
amplificacion de la region del promotor del gen MBL2 para el andlisis de la localizacion
cis/trans de las variantes del promotor. La imagen muestra el bandeo resultante de las
PCR-SSP (amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa con polimorfismo de
cadena sencilla) con oligonucledtidos directos y reversos especificos de polimorfismo, en
un individuo positivo para el haplotipo HY y LY, con lo cual es negativo para los
haplotipos LX y HX. M: marcador de peso molecular. La fotografia corresponde a un gel

de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio.

TIPAJE DE LAS VARIANTES DE LA REGION 5°UT
Amplificacion del ADN:
Para la determinacion de la mutacion en la region 5°UT del gen MBL2

(alelos P 0 Q) se amplificd un fragmento de 136 pb de la region mediante SDM-
PCR empleando los oligonucle6tidos PQD y PQI como cebadores especificos, y
otra pareja de oligonucleotidos para generar una banda control, en el mismo tubo
de reaccion. La amplificacion se realizo de igual modo que la SDM-PCR para la
determinacion del alelo D, pero en un termociclador 9.600 de Perkin-Elmer y con

una temperatura de anillamiento en los ciclos de 55,5°C.
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Para verificar la amplificacion, se visualizdé el amplificado en UV tras
electroforesis en agarosa, de la misma manera ya citada en los apartados
anteriores.

Analisis de los polimorfismos:

La determinacion de la presencia del alelo P, Q, o ambos, se realizd
mediante SDM-PCR-RFLP. El producto de la SDM-PCR fue sometido a
digestion con la enzima Hindlll (New England Biolabs, Ipswich, MA, EE.UU.),
incubando 8 pl del amplificado con 7 U de la restrictasa durante 90 minutos a
37°C. A continuacion, el volumen total fue sometido a electroforesis en gel de
poliacrilamida al 6% y posterior tincion en bafio de bromuro de etidio,
visualizdndose en luz UV vy fotografidndose. La enzima Hindlll reconoce una
diana en los alelos Q, dividiendo el amplificado en dos fragmentos de 110 y 26
pb, mientras que deja intactos los alelos P. En los individuos heterocigotos se

observan los tres tamafios de banda: 136, 110 y 26 pb (Fig. 111.6).

QQ PIQ PIP M

R ——

136 pb\*
110 pp—>

control —»

Figura 111.6. Gel de electroforesis mostrando el patron de bandas obtenido tras el analisis
por RFLP (analisis de los polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccion)
mediante la enzima de restricciéon Hind 11l del producto de amplificado de 136 pb, para la
identificacion de las variantes alélicas P y Q de la region 5’UT del gen MBL2. M: marcador
de peso molecular. La fotografia corresponde a un gel de poliacrilamida al 6% tefiido con

bromuro de etidio.

ASIGNACION DE LOS HAPLOTIPOS
En la primera poblacion analizada, un grupo de 344 individuos de

poblacién general de Gran Canaria, se confirmo la localizacion cis/trans de las
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variantes del promotor respecto a las variantes estructurales. Para ello se realizo
una PCR anidada (nested) (para los alelos B y C) o una SDM-PCR (para el alelo
D) sobre los productos de PCR-SSP, seguido de un anélisis de RFLP con las
enzimas de restriccion correspondientes.

Dado el resultado de este analisis, asi como lo descrito por otros autores,
para el resto de los grupos a estudio se asumio la correspondencia del alelo B con
el haplotipo LYPB, del alelo C con el haplotipo LYQC y del alelo D con el
haplotipo HYPD.

CONFIRMACION DE HOMOZIGOTOS POR SECUENCIACION

En la primera poblacion analizada, el grupo de 344 individuos de
poblacién general de Gran Canaria, se confirmd la correcta determinacion de los
individuos homocigotos mutados mediante secuenciacion directa en un
secuenciador automaético (ALF express, Pharmacia Biotech) en la Unidad de
Genetica Forense de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad de Las

Palmas de Gran Canaria.

TIPAJE GENETICO DEL GEN MBL2 MEDIANTE KIT COMERCIAL

En un grupo de 150 controles sanos pertenecientes al personal hospitalario,
el analisis genético completo del gen MBL2 se realiz6 mediante el sistema de
INNO-LiPA MBL2 (Innogenetics, Ghent, Bélgica).

Fundamento del sistema INNO-LiPA MBL2:
El sistema INNO-LIiPA MBL2 permite el genotipaje simultdneo de 6

variantes del gen MBL2. Se basa en un método de hibridacidn reversa, en el cual
se hibrida el ADN amplificado sobre 12 sondas, especificas para las variantes del

gen, inmovilizadas sobre tiras.

Protocolo INNO-LiPA MBL2:
1. Amplificacion del ADN.

Se amplificaron 500 ng de ADN de cada muestra con la siguiente mezcla maestra:
10 pl de tampo6n de amplificacion (AB)
10 ul de solucidn de oligonucle6tidos (PS)

0,1 pl de AmpliTaqg polimerasa (Perkin-Elmer)
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24,9 ml de H,0 esteril
En cada reaccion se incluyé un control negativo con 5 pl de H,O estéril.
La amplificacion se realizé en un termociclador 9.600 de Perkin-Elmer con un
ciclo inicial de desnaturalizacion de 15 minutos a 95°C, seguido por 35 ciclos de
30s a 95°C, 30s a 65°C y 60s a 72°C, y un ciclo final de elongacion de 7 minutos a
72°C.
El amplificado se visualizé en un transiluminador de luz UV tras electroforesis en
gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio. Por cada muestra aparecen dos
bandas de 473 y 379 pb.
2. Hibridacion.
Para la hibridacién se usaron entre 7 y 10 pl de los amplificados, en funcion de la
intensidad observada de las bandas en el gel.
Tanto la hibridacion (hibridacién reversa en tiras de INNO-LiPA MBL2 con 12
sondas inmovilizadas), como los posteriores pasos de lavado y revelado de color,
se realizaron de forma automatizada en un aparato Auto-LiPA 48 (Innogenetics).
3. Lectura del resultado.
La interpretacion del patron de reactividad de las sondas se realizd6 mediante el
software de andlisis para Lipa MBL2 (Innogenetics).

2.3. DETERMINACION DEL POLIMORFISMO EN LA REGION
CUB-1 DEL GEN MASP2

Anélisis genetico del polimorfismo en el exdn 3 (en el dominio CUB-1)
del gen MASP2, que produce un cambio de Asp (GGC) a Gly (GAC) (alelos Ay
G respectivamente).

TIPAJE DE LAS VARIANTESAY G
Amplificacién del ADN:

Para la determinacion de la mutaciéon en el exén 3, en el dominio CUB1

del gen MASP2, se amplificé un fragmento de 200 pb de la regién mediante PCR
empleando los oligonucleétidos CUB1D y M2-1R2. La amplificacion se realizo
en un volumen de 25 ul, con 150 ng de ADN gendmico, 1,5 mM de MgCl,, dNTP
a 0,2 mM cada uno, 0,27 uM de cada oligonucle6tido y 0,75 U de polimerasa
AmpliTaq (Perkin-Elmer, NJ, EE.UU.) en su propio tampon. La PCR se realizé
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en un termociclador PTC-100 de MJ Research empleando el mismo programa de
amplificacion que la SDM-PCR para alelos D del gen MBL2.

Para verificar la amplificacion se realizé electroforesis en gel de agarosa al
2% tefiido con bromuro de etidio y visualizacion en un transiluminador de luz UV

(mismo procedimiento que para las anteriores PCR).

Andlisis del polimorfismo:

La determinacion de la presencia o0 no de la mutacién se realizd6 mediante
digestion con enzima de restriccion y analisis de RFLP.

Se sometio el producto de PCR a digestion con la enzima Hpall (Roche
Diagnostics, Indianapolis, EE.UU.) incubando 7 ul del amplificado con 15 U de la
restrictasa durante 90 minutos a 37°C. A continuacion, el volumen total fue
sometido a electroforesis en gel de agarosa al 2% con bromuro de etidio,
visualizado en luz UV vy fotografiado. La Hpall tiene un sitio de corte en los alelos
G, dando lugar a dos fragmentos de 144 y 56 pb, no digiriéndose los alelos A (Fig.
11.7).

M GIG AIA  G/A

<«——— 200 pb
<«—— 144pb

<+«—— 56pb

Figura I1l.7. Gel de electroforesis mostrando el patron de bandas obtenidas tras el
andlisis por RFLP (andlisis de los polimorfismos en la longitud de los fragmentos
de restriccion) mediante la enzima de restriccién Hpa |l del producto de amplificado
de 200 pb, para la identificacion de la mutacion D105G de la regién CUB1 del gen
MASP2. M: marcador de peso molecular. La fotografia corresponde a un gel de
agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio.
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CONFIRMACION DEL GENOTIPAJE POR SECUENCIACION

Se confirmd la correcta determinacion de los individuos homocigotos
mutados mediante secuenciacion directa en un secuenciador automatico (ABI
Prism 310, Applied Biosystems) en la Unidad de Investigacion del Hospital
Universitario de Gran Canaria “Dr. Negrin”. La secuencia de los oligonucledtidos
empleados fue la siguiente: 5’-GCGAGTACGACTTCGTCAAGG-3’ y 5’-
CTCGGCTGCATAGAAGGCCTC-3’ (Stengaard-Pedersen K et al, 2003).

3. CUANTIFICACION DE MBL EN SUERO

3.1 OBTENCION DEL SUERO

Para la cuantificacion de los niveles séricos de MBL se extrajeron entre 3
y 7 ml de sangre venosa total en tubos Vacutainer con gel para separacion de
suero. Estas muestras se sometieron a centrifugaciéon a 1.700 xg durante 7
minutos. El suero asi obtenido se reparti6 en varias alicuotas que fueron

congeladas a -40°C hasta su utilizacion.

3.2. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE MBL EN
SUERO

La cuantificacion de MBL en suero se realizd por ELISA, mediante el
sistema “MBL oligomer ELISA kit” (Antibodyshop, Gentofte, Dinamarca).

FUNDAMENTO DEL SISTEMA “MBL OLIGOMER ELISA KIT”

Este sistema es un ELISA que se realiza en pocillos recubiertos con un
anticuerpo monoclonal contra el dominio de union a carbohidrato de la MBL. La
MBL unida se detecta con el mismo anticuerpo, en esta ocasion marcado con
biotina, se revela con HRP (horseradish peroxidase) marcada con estreptavidina e
incubacion con un sustrato (una sustancia cromogenica) que genera color azul. La
intensidad del color (densidad dptica) se mide en un lector de placas de ELISA a
450 nm, siendo el valor de cada pocillo proporcional a la concentraciéon de MBL
oligomérica de cada muestra. Los resultados de los calibradores incluidos en la

placa se emplean para construir una curva de la cual se extrapola la concentracion
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de MBL de las muestras. Estudios cromatograficos han mostrado que el
anticuerpo monoclonal usado es especifico para oligdmeros de MBL cuando se

emplea como anticuerpo tanto de captura como de deteccion.

PROCEDIMIENTO DEL MBL OLIGOMER ELISA KIT

1. Se incuban 100 ul de muestra de suero diluida 1:100 (5 ul en 495 ul) en
diluyente que lleva 1% de suero adulto bovino (para reducir posibles
interferencias de anticuerpos reaccionando con inmunoglobulinas), asi como 100
ul de los calibradores de 0, 0,5, 1, 2, 5, 10, 20 y 40 ng/ml, en los pocillos de la
placa por duplicado durante 1 hora a temperatura ambiente y en agitacion.

2. Se lavan 3 veces los pocillos con solucion de lavado. Se afiaden a cada
pocillo 100 ul de anticuerpo biotinilado y se incuba 1 hora a temperatura ambiente
en agitacion.

3. Se lavan 3 veces los pocillos con solucion de lavado. Se afiaden a cada
pocillo 100 ul de solucion de conjugado (HRP conjugada con estreptavidina) y se
incuba 1 hora a temperatura ambiente en agitacion.

4. Se lavan 3 veces los pocillos con solucion de lavado. Se afiaden 100 pl
de solucién sustrato (solucion de tetrametilbencidina, TMB) y se incuba 15
minutos a temperatura ambiente y en oscuridad.

5. Se para la reaccion anterior mediante la adicion de 100 pl de solucién de
parada.

6. Se cuantifica la intensidad de color mediante su lectura a 450 nm, con
una longitud de onda de referencia de 650 nm, en un lector de microplacas de
ELISA.

7. Para el calculo de la concentracion de MBL se construye una curva con
los valores de los calibradores y se extrapola el valor de cada muestra de suero
diluido, el cual debe ser multiplicado por el factor de dilucién, para obtener asi la

concentracion en ng/ml de cada muestra original.
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4. CUANTIFICACION DE LA MASP-2 EN SUERO

4.1 OBTENCION DEL SUERO

El suero empleado es una alicuota distinta del mismo suero utilizado para

la cuantificacion sérica de MBL (ver 3.1.).

4.2. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE MASP-2
EN SUERO

La cuantificacion de MASP-2 en suero se realizé por ELISA, mediante el
sistema “ELISA kit for human MASP-2” (Hycult biotechnology, Uden, Holanda).

FUNDAMENTO DEL SISTEMA “ELISA KIT FOR HUMAN MASP-2”

Este sistema es un ELISA que se realiza en pocillos recubiertos con
anticuerpos que reconocen MASP-2 humana. La MASP-2 unida se detecta con un
anticuerpo secundario biotinilado, el cual se revela con un conjugado de
estreptavidina-peroxidasa e incubacion con el sustrato TMB. EI color se desarrolla
proporcionalmente a la cantidad de MASP-2 presente en la muestra. La reaccion
enzimatica se detiene mediante la adicion de acido citrico, y la intensidad del
color (densidad dptica) se mide en un lector de placas de ELISA a 450 nm. Los
resultados de los estandares incluidos en la placa se emplean para construir una

curva de la cual se extrapola la concentracion de MASP-2 de las muestras.

PROCEDIMIENTO DEL “ELISA KIT FOR HUMAN MASP-2”

1. Se incuban 100 pl de muestra de suero diluida 4 veces en tampo6n de
union, asi como 100 pl de los 8 tubos de dilucion seriada del estdndar (segun
protocolo del kit), en los pocillos de la placa por duplicado durante 1 hora a
temperatura ambiente.

2. Se lavan 4 veces los pocillos con solucion de lavado. Se afiaden a cada
pocillo 100 pl de anticuerpo secundario biotinilado y se incuba 1 hora a
temperatura ambiente.

3. Se lavan 4 veces los pocillos con solucion de lavado. Se afiaden a cada
pocillo 100 pl de solucion de conjugado (estreptavidina-peroxidasa) y se incuba 1

hora a temperatura ambiente.
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4. Se lavan 4 veces los pocillos con solucion de lavado. Se afiaden 100 pl
de solucion sustrato (TMB) y se incuba 20 minutos a temperatura ambiente y en
oscuridad.

5. Se para la reaccion anterior mediante la adicion de 100 pl de solucién de
parada.

6. Se cuantifica la intensidad de color mediante su lectura a 450 nm en un
lector de microplacas de ELISA.

7. Para el célculo de la concentracion de MASP-2 se construye una curva
con los valores de los calibradores y se extrapola el valor de cada muestra de
suero diluido, el cual debe ser multiplicado por el factor de dilucion, para obtener

asi la concentracién en ng/ml de cada muestra original.

5. CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD DE LA VIA DE
LAS LECTINAS DEPENDIENTE DE MBL

5.1. OBTENCION DEL SUERO

Para la cuantificacion de la actividad de la via MBL dependiente del
sistema del complemento se emplearon muestras de suero obtenidas segun el
mismo procedimiento que para la determinacion de la concentracion de MBL en

suero (ver apartado 3.1.)

5.2. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA VIA DE LAS
LECTINAS DEPENDIENTE DE MBL

La cuantificacion de la actividad de la VL dependiente de MBL se realiz6

por ELISA, mediante el sistema “Wieslab Complement System MBL pathway”
(Wieslab, Lund, Suecia).

FUNDAMENTO DEL SISTEMA “WIESLAB COMPLEMENT SYSTEM MBL
PATHWAY”

Este sistema combina principios del ensayo hemolitico para activacion de
complemento con el uso de anticuerpos marcados especificos para neoantigeno

producido como resultado de la activacion del complemento. La cantidad de
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neoantigeno generada es proporcional a la actividad funcional de las vias de
complemento. Los pocillos estan recubiertos con activadores especificos de la via
MBL. Los sueros son diluidos en un diluyente que asegura la activacion Unica y
especifica de la via MBL. Los pocillos son posteriormente lavados y se detecta
C5b-9 con un anticuerpo marcado con fosfatasa alcalina especifico para el
neoantigeno expresado durante la formacion del complejo de ataque a membrana.
Tras un posterior lavado, se detectan los anticuerpos especificos mediante
incubacion con una solucion sustrato para la fosfatasa alcalina. La cantidad de
activacion de complemento correlaciona con la intensidad de color, que es medida
como absorbancia (densidad optica).

Debe tenerse en cuenta que el déficit de otros componentes de
complemento, como MASP-2, C2, C4, C3 o C5-9, también produciria una

disminucion de la actividad de la via MBL.

PROCEDIMIENTO DEL “WIESLAB COMPLEMENT SYSTEM MBL
PATHWAY”

1. Se incuban 100 pl de muestra de suero diluida 1/101 (5 ul + 500 ul de
diluyente), asi como 100 ul de diluyente (como blanco), de control positivo (CP)
y de control negativo (CN), en los pocillos de la placa por duplicado durante 1
hora a temperatura ambiente.

2. Se lavan 3 veces los pocillos con solucion de lavado. Se afiaden a cada
pocillo 100 ul de conjugado y se incuba 30 minutos a temperatura ambiente.

3. Se lavan 3 veces los pocillos con solucion de lavado. Se afiaden a cada
pocillo 100 ul de solucién de sustrato y se incuba 30 minutos a temperatura
ambiente.

4. Se cuantifica la intensidad de color mediante su lectura de absorbancia a
405 nm, en un lector de microplacas.

5. Para el célculo de la actividad de cada muestra se realizan los siguientes
calculos: se resta a cada resultado la absorbancia del blanco; se calcula la media
de los duplicados de cada muestra, del CP y del CN, y se calcula el % de actividad

de complemento segun la siguiente formula: (muestra-CN) / (CP-CN) x100.
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También pueden usarse los controles positivo (100%) y negativo (0%)
como semicuantitativos, trazandose una recta y extrapolando los valores

porcentuales de cada muestra.

6. ANALISIS ESTADISTICO

Las variables categoricas (cualitativas) se describieron mediante su
distribucion de frecuencias. Las variables continuas (cuantitativas) se describieron
mediante medidas de centralizacion (media, mediana) y de dispersion (desviacion
tipica, error tipico de la media).

Para testar la hipétesis nula para la distribucion de las variables categoricas
entre los pacientes y los controles, asi como las frecuencias alélicas y genotipicas
de los genes a estudio para dos grupos, se empled la prueba de Chi-cuadrado con
correccion de Yates, o el test exacto de Fisher cuando fue necesario. El riesgo de
enfermedad asociado con los genotipos de los genes MBL2 y MASP2 como factor
genético y la fuerza de la asociacion de los genotipos con la frecuencia de las
caracteristicas clinicas se estimé usando el calculo de los odds ratio (OR) con un
intervalo de confianza (IC) del 95%. EIl equilibrio de Hardy-Weinberg para las
frecuencias genotipicas se testd mediante el analisis de la Chi-cuadrado.

Se empled el estadistico de Kolmogorov-Smirnov para analizar si las
variables continuas seguian o no una distribucion normal. La comparacion de
variables continuas que seguian una distribucion normal se realiz6 mediante
pruebas paramétricas: el test de la t de Student para dos muestras independientes,
o el andlisis de la varianza de un factor (ANOVA) para la comparacion de méas de
dos categorias. La comparacion de variables continuas que no seguian una
distribucion normal se realiz6 mediante pruebas no paramétricas: el test de Mann-
Whitney para dos muestras independientes, o el test de Kruskal-Wallis para méas
de dos categorias.

La correlacion entre dos variables cuantitativas se estimé mediante el
coeficiente de correlacion de Pearson, para variables que seguian una distribucién
normal, o el coeficiente Rho de Spearman para variables que no seguian una

distribucién normal.
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La estimacion de la supervivencia se realizO mediante el método de
Kaplan-Meier, y su comparacion en relacién a los genotipos se realizé mediante el
test de long-rank para andlisis bivariante.

Para el analisis multivariante, en los casos en que la variable dependiente
era cualitativa, con dos categorias, se realizé un analisis de regresion logistico
binario. Cuando la variable dependiente fue la supervivencia (tiempo transcurrido
hasta que se produce el evento muerte), se realizé un modelo de regresion de
Cox, en el cual se testd que se cumpliese la hipdtesis de riesgos proporcionales.

Todos los tests empleados fueron de dos colas. La significacion estadistica
se tomo6 como un valor de p menor de 0,05.

El andlisis estadistico se realiz6 empleando el paquete estadistico SPSS
(version 15.0 para Windows) y el programa EPI-INFO (versién 6), a partir de
bases de datos en Microsoft Access.
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ESTUDIO DE LA MBL Y EL GEN MBL2 EN
POBLACION SANA

RESUMEN

Antecedentes. La MBL es una proteina sérica implicada en la activacion del sistema del
complemento. Sus niveles séricos, asi como su capacidad para activar el complemento, varian en
funcién de ciertas variantes polimdrficas del gen MBL2. Por otra parte, la frecuencia de estos
polimorfismos varia considerablemente entre las diversas poblaciones.

Objetivo. Establecer las frecuencias alélicas y genotipicas de las variantes del gen MBL2 en
poblacion espafiola (incluida la canaria) y bereber, y comparar con las descritas en otras
poblaciones. Determinar la relacion de los polimorfismos del gen MBL2 con la concentracion
sérica de la proteina y con la actividad sérica de la VL dependiente de MBL.

Materiales y métodos. Se analizaron las frecuencias alélicas y genotipicas del gen MBL2 en 1.554
individuos de poblacién general espafiola y 70 bereberes del Atlas (Marruecos). Se determinaron
la concentracién de MBL y la actividad dependiente de MBL en suero en individuos sanos.
Resultados. El andlisis funcional de los niveles séricos de MBL y de la actividad de la VL
dependiente de MBL confirmd una disminucién significativa de ambos asociada a los alelos
mutados (alelos O) y, en menor grado, al alelo de promotor X. La frecuencia de alelos de MBL2
mutados, asi como la de los genotipos portadores de mutaciéon y de los insuficientemente
productores, es similar en poblacion espafiola (incluida la canaria) a la de otras poblaciones
europeas publicadas, si bien, en nuestra poblacién, las frecuencias de alelos O (0,23 en poblacién
espafiola total y 0,25 en canaria) y de individuos O/O (0,053 en espafiola total y 0,066 en canaria)
son algo mayores que en el resto de las poblaciones europeas y asidticas estudiadas. La poblacién
bereber difirié de la espafiola y la canaria principalmente en la ausencia de alelo mutado D.
Conclusiones. A pesar de los aparentes efectos perjudiciales que se han asociado a la deficiencia
de la MBL, la elevada frecuencia de los alelos asociados a no produccién de MBL en diversas
poblaciones, sugiere que pudiera conferir alguna ventaja selectiva. El presente estudio establece
las frecuencias alélicas y genotipicas del gen MBL2 en poblacion espafiola y bereber, y muestra
que éstas concuerdan con su origen étnico. El andlisis funcional nos permite agrupar los multiples
genotipos de MBL2 como genotipos suficientes (A/A + YA/O) y genotipos insuficientes (XA/O +

0/0), facilitando la interpretacion de posteriores estudios.
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INTRODUCCION

Los humanos muestran variaciones considerables en los niveles séricos de
MBL, oscilando en un rango de entre 0 y 10.000 ng/ml. El defecto y los bajos
niveles de MBL en suero se deben principalmente a la presencia de los alelos
estructurales B, C y D (llamados alelos O, siendo A la denominacion del alelo
salvaje) (Madsen HO et al, 1995, 1998; Turner MW, 1998; Turner MW y Hamvas
RM, 2000). Diversas publicaciones muestran que los individuos homocigotos A/A
presentan niveles séricos de proteina elevados (> 1.000 ng/ml), mientras que los
heterocigotos A/O presentan niveles mas reducidos (300-1.000 ng/ml) y los
homocigotos O/O niveles muy bajos o nulos (<100 ng/ml) (Madsen HO et al,
1995; Steffensen R et al, 2000; Minchinton RM et al, 2002). Ademas, existen tres
sitios polimorficos (H/L, X/Y y P/Q, en las posiciones -550, -221 y +4
respectivamente), los cuales tienen un efecto importante sobre los niveles séricos
de MBL (Madsen HO et al, 1995, 1998; Turner MW, 1998; Turner MW y
Hamvas RM, 2000). Como sucede con las variantes estructurales, se ha observado
que la presencia del alelo X, en lugar del Y, tiene un efecto considerable de
disminucion de la produccion de MBL. Un efecto similar se ha observado con
respecto a la presencia del alelo L en lugar del alelo H, e incluso del alelo P en
lugar del Q, si bien en estos casos el efecto es mucho menos marcado. Como
consecuencia del fuerte desequilibrio de ligamiento existente entre las variantes
alélicas de los distintos sitios polimorficos, sélo se observan siete haplotipos:
HYPA, LYQA, LYPA, LXPA, LYPB, LYQC y HYPD, cuya combinacién da lugar a
28 posibles genotipos. Los resultados previos que asocian los genotipos con
determinados niveles de proteina varian entre las poblaciones estudiadas, de
manera que no hay un consenso definitivo sobre el rango de concentraciéon de
MBL que constituye un valor sérico normal.

Respecto a la distribucién poblacional de las variantes, estd ampliamente
descrito que el alelo B es comdn en poblaciones europeas y asiaticas, mientras que
el alelo C es frecuente en la mayoria de las poblaciones africanas sub-saharianas.
Por su parte, el alelo D se encuentra presente en europeos, y esta ausente en
asiaticos y en la mayoria de las poblaciones africanas (Garred P et al, 2006). Las
frecuencias de los 7 haplotipos de MBL2 varian de manera considerable entre las
poblaciones, reflejando asi las edades de las mutaciones “fundadoras”, la historia

de las migraciones humanas y las presiones selectivas ambientales que han
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actuado sobre el genoma humano (Casanova JL y Abel L, 2004). En este sentido,
el haplotipo original del gen MBL2 parece haber sido un haplotipo de alta
produccién, posiblemente perdido actualmente, localizado en el arbol evolutivo
entre los haplotipos LYQA y LYPA (Madsen HO et al, 1998; Seyfarth J et al,
2005; Garred P et al, 2006). Las evidencias apuntan a que las variantes alélicas B
y C surgieron de manera independiente en distintas poblaciones.

MATERIALES Y METODOS
Individuos analizados.

Se realizd la determinacion de las frecuencias alélicas y genotipicas de las
variantes del gen MBL2 en poblacién espafiola (N = 1.554) (procedente de los
cuatro grupos espafioles descritos en el apartado 1.1 del capitulo IlI). Se
determinaron también dichas frecuencias en poblacion bereber de la region del
Atlas (Marruecos) (N = 70), también descrita en el apartado 1.1 del capitulo IlI.

Niveles séricos de MBL.
Los niveles séricos de la MBL se analizaron en 150 individuos sanos
mediante el sistema “MBL oligomer ELISA kit” (Antibodyshop, Gentofte,

Dinamarca), tal como se describe en el apartado 3 del capitulo I1I.

Actividad de la via de las lectinas dependiente de MBL.

La actividad de la via MBL-dependiente se analiz6 en suero a 164
individuos sanos mediante el sistema “Wieslab Complement System MBL
pathway” (Wieslab, Lund, Suecia), del modo en que se describe en el apartado 5

del capitulo I11.

Anélisis genético.
La extraccion del ADN asi como el genotipaje se realizaron como se

describe en el apartado 2 del capitulo I11.

Anélisis estadistico.
Para comparar la distribucién de las frecuencias alélicas y genotipicas del
gen MBL2 para dos grupos, se empled la prueba de Chi-cuadrado, o el test exacto

de Fisher cuando fue necesario.
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Las diferencias en los niveles séricos de MBL y en la actividad de
complemento respecto a los genotipos se compararon mediante el test de Mann-
Whitney para dos muestras independientes, o el test de Kruskal-Wallis para méas
de dos categorias.

La correlacion entre los niveles séricos y la actividad de complemento se
estim6 mediante el coeficiente de correlacion de Spearman.

(Para una descripcion mas detallada del andlisis estadistico ver el apartado

6 del capitulo I11).

RESULTADOS
Caracterizacion de las frecuencias alélicas y genotipicas del gen MBL2 en
poblacién canaria.-

Realizamos el genotipaje completo del gen MBL2 en un grupo de 730
individuos de poblacion canaria. Las frecuencias alélicas observadas se muestran
en la tabla IV.1. No se observaron desviaciones de lo esperado bajo el equilibrio
de Hardy-Weinberg (p = 0,384).

Tabla IV.1. Frecuencia de los haplotipos MBL2 en 730
individuos de poblacion de Gran Canaria.

Alelos N %
HYPA 387 26,51
LYQA 319 21,85
LYPA 109 7,46
LXPA 274 18,77
Total A 1.089 74,59
HYPD 93 6,37
LYPB 233 15,96
LYQC 45 3,08
Total O 371 25,41
He 0,811

N designa el nimero de cromosomas.
O designa el total de los alelos mutados B, Cy D.

He: heterocigosidad media esperada.

La tabla 1V.2 muestra las frecuencias observadas de los genotipos
estructurales del gen MBL2.
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Tabla IV.2. Frecuencias de los genotipos estructurales del gen
MBL2 en 730 individuos de poblacién de Gran Canaria.

Genotipos N %
AIA 407 55,75
A/O 275 37,67
A/B 172 23,56
AIC 34 4,66
A/D 69 9,45
O/0 48 6,58
B/B 20 2,74
B/C 5 0,68
B/D 16 2,19
CIC 3 0,41
D/D 4 0,55
C/D 0 0

N designa el nimero de individuos.

O designa el total de los alelos mutados B, Cy D.

Al tener en cuenta las variantes de promotor y de la region 5’UT del gen,
se observaron 27 de los 28 posibles genotipos (no se observd el genotipo
LYQC/HYPD). La tabla 1V.3 muestra las frecuencias genotipicas observadas al
agrupar los 27 genotipos en funcion de las variantes X/Y de promotor y de la
presencia 0 no de mutacion estructural (A/O).

Tabla IV.3. Frecuencias genotipicas del gen MBL2 en 730
individuos de poblacion de Gran Canaria.

Genotipos N %
YAIYA 232 31,78
YA/XA 153 20,96
XAIXA 22 3,01
YA/YO 198 27,12
XA/YO 77 10,55
(e][e] 48 6,58
Total AJA + YA/O 605 82,88
Total XA/O + O/O 125 17,12

N designa el nimero de individuos.

O designa el total de los alelos mutados B, Cy D.

58



MBL en poblacién sana

Caracterizacion de las frecuencias alélicas y genotipicas del gen MBL2 en
poblacion espafiola.

Realizamos el genotipaje del gen MBL2 en 1.554 individuos de poblacion
espafola (incluyendo la poblacion canaria).

La tabla 1.4 muestra las frecuencias observadas de los alelos estructurales
del gen MBL2. No se observaron desviaciones de lo esperado bajo el equilibrio de
Hardy-Weinberg (p = 0,11).

Tabla IV.4 Frecuencia de los alelos estructurales MBL2 en

1554 individuos de poblacién espafiola.

Alelos N %
A 2.397 77,12
o 711 22,88
B 442 14,22
C 86 2,77
D 183 5,89

N designa el nUmero de cromosomas.
O designa el total de los alelos mutados B, Cy D.

La tabla IV.5 muestra las frecuencias observadas de los genotipos
estructurales del gen MBL2.

Tabla IV.5. Frecuencias de los genotipos estructurales del gen
MBL2 en 1.554 individuos de poblacion espafiola.

Genotipos N %
A/A 925 59,52
A/O 547 35,20
A/B 346 22,27
A/C 60 3,86
A/D 141 9,07
0O/0 82 5,28
B/B 26 1,67
B/C 16 1,03
B/D 28 1,80
CiC 4 0,26
D/D 6 0,39
C/D 2 0,13

N designa el nimero de individuos.
O designa el total de los alelos mutados B, Cy D.
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La tabla V.6 muestra las frecuencias genotipicas observadas al tener en
cuenta tanto las variantes X/Y de promotor como la presencia o no de mutacion
estructural (A/O).

Tabla IV.6 Frecuencias genotipicas del gen MBL2 en 1.554

individuos de poblacion espafiola.

Genotipos N %
YA/YA 508 32,69
YA/XA 350 22,52
XA/XA 67 4,31
YA/YO 396 25,48
XA/YO 151 9,72
(e][6] 82 5,28
Total A/A + YA/O 1.321 85,01
Total XA/O + O/O 233 14,99

N designa el nimero de individuos.

O designa el total de los alelos mutados B, Cy D.

Caracterizacion de las frecuencias alélicas y genotipicas en poblacidn bereber
del Atlas (Marruecos).

Realizamos el genotipaje completo del gen MBL2 en un grupo de
poblacion bereber. Las frecuencias alélicas observadas se muestran en la tabla
IV.7. No se observaron desviaciones de lo esperado bajo el equilibrio de Hardy-
Weinberg (p = 0,539).

La tabla 1V.8 muestra las frecuencias observadas de los genotipos
estructurales del gen MBL2 en poblacion bereber.

La tabla 1VV.9 muestra las frecuencias genotipicas observadas al agrupar los
genotipos en funcion de las variantes X/Y de promotor y de la presencia o no de

mutacion estructural (A/O).
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Tabla IV.7. Frecuencia de los haplotipos MBL2 en 70

individuos de poblacion bereber.

Alelos N %
HYPA 34 24,28
LYQA 41 29,29
LYPA 21 15,00
LXPA 13 9,29
Total A 109 77,86
HYPD 1 0,71
LYPB 23 16,43
LYQC 7 5,00
Total O 31 22,14
He 0,800

N designa el nimero de cromosomas.
O designa el total de los alelos mutados B, Cy D.

He: heterocigosidad media esperada.

Tabla IV.8. Frecuencias de los genotipos estructurales del gen

MBL2 en 70 individuos de poblacion bereber.

Genotipos N %
A/A 44 62,86
A/O 21 30,00
A/B 15 21,43
AlC 6 8,57
A/D 0 0
O/o 5 7,14
B/B 4 5,71
B/C 0 0
B/D 0 0
CiC 0 0
D/D 0 0
C/D 1 1,43

N designa el nimero de individuos.

O designa el total de los alelos mutados B, Cy D.
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Tabla IV.9. Frecuencias genotipicas del gen MBL2 en 70

individuos de poblacion bereber.

Genotipos N %
YA/YA 34 48,57
YA/XA 10 14,29
XA/XA 0 0
YA/YO 18 25,71
XA/YO 3 4,29
O/0 5 7,14
Total A/A + YA/O 62 88,57
Total XA/O + O/O 8 11,73

N designa el numero de individuos.

O designa el total de los alelos mutados B, Cy D.

Comparacion de las frecuencias alélicas y genotipicas del gen MBL2 entre
poblacion canaria y espafiola, y otras poblaciones.

En concordancia con el componente caucasico encontrado en las Islas
Canarias (Pinto F et al, 1994), la distribucidn de los alelos estructurales del gen
MBL2 en nuestra poblacion fue similar a la de otras poblaciones europeas
publicadas (tabla 1V.10), si bien, en nuestra poblacién, la frecuencia del alelo O
(0,25), de individuos O/O (0,066) y la heterocigosidad media (0,81), son algo
mayores que en el resto de las poblaciones europeas y asiaticas estudiadas.

La distribucion de los haplotipos de MBL2 en la poblacion canaria difirio
significativamente de la de poblacién bereber, esquimal, japonesa, africana
subsahariana y sudamericana (p<0,001 para todas). Respecto a otras poblaciones
europeas, la distribucion haplotipica difiridé significativamente de la poblacién
checa y danesa (p<0,001 para ambas), si bien no fue significativamente distinta de
la de poblacién alemana, noruega, ni del Reino Unido. De igual modo, al analizar
el total de la poblacion espafiola, su distribucion haplotipica difirid
significativamente de la de poblacién bereber, esquimal, japonesa, africana
subsahariana y sudamericana (p<0,001 para todas), de poblacion checa (p =
0,0015) y danesa (p = 0,036), pero no de las poblaciones alemana, noruega, ni del
Reino Unido.
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La poblacion bereber difirié significativamente de la canaria en la
frecuencia del alelo estructural D (p = 0,011), asi como en la de los alelos LYPA
(p = 0,0031) y LXPA (p = 0,0074). Sin embargo, la unica frecuencia genotipica
significativamente diferente entre ambas poblaciones fue la del genotipo A/D (p =
0,014). De manera similar, al comparar con el total de poblacion espafiola, la
poblacion bereber mostré menor frecuencia del alelo D (p = 0,016), del haplotipo
LXPA (p =0.0019) y del genotipo A/D (p = 0,0004).

Tabla IV.10. Frecuencia de los haplotipos MBL2 en diversas poblaciones.

Poblacién E HYPA  LYQA LYPA  LXPA  HYPD LYPB LYQC E (0] 0O/o He

Gran Canaria (730) : 0,265 0,219 0,075 0,188 0,064 0,160 0,031 : 0,254 0,066 0,81

Espafia (1554) | 0,567° 0204 0059 0142 0028 ;0229 0053 nm.
Bereber (70) ' 024 029 015 009 0007 016 005 | 022 007 080
Chequia® (359) 0,325 0,270° 0228 0042 0116 0,008 0177 003 nm.
Alemania®(212) | 027 022 005 021 005 015 004 | 024 006 080
R.U. (302) 0,775 0,066 0144 0015 | 0225 0046 n.m.
Dinamarca® (250) | 031 019 004 026 006 011 003 | 020 003 079
Noruega' (100) 0,80' 0,035 0,140 0,025 020 003 nm.
Esquimales® (72) 0,81 0 004 0,03 0 0,12 0 012 003 033
Japon® (325) | 044 016 006 012 0 0,22 0 {022 003 072
Kenia® (61) 008 025 013 024 004 002 024 030 013 081
Mozambique® (154) | 006 027 030 013 0 0 024 | 024 006 076
Chiriguanos® (43) | 054 001 002 001 0 0,42 0 | 042 014 054
Mapuches® (25) | 0,38 0 008 0,04 0 046 004 | 050 016 0,66

O designa el total de los alelos mutados B, Cy D.

He: heterocigosidad media esperada.

R.U.: Reino Unido.

n.m.: no medible, debido a no disponer de las frecuencias de todos los haplotipos.

En poblacion total espafiola no se dispone de las frecuencias de los haplotipos HYPA, LYQA y LYPA,
por lo que se da la frecuencia conjunta de los haplotipos YA.

PSkalnikova H et al, 2004. En este estudio no se determing el polimorfismo P/Q, por lo que no se pueden
diferenciar los haplotipos LYQA y LYPA, y se da su frecuencia conjunta. En esta poblacion se observaron
ademas 8 individuos LYD, no mostrados en la tabla, pero si contabilizados en el nimero de individuos
total y para el calculo de las frecuencias de los demas haplotipos, e incluidos en el total de alelos O.

“Bernig T et al, 2005.

YMead R et al, 1997. En este estudio no se determinaron los polimorfismos de promotor, de manera que
se da conjuntamente la frecuencia de los haplotipos HYPA, LYQA, LYPA y LXPA (alelos A).

®Madsen HO et al, 1998.

'Madsen HO et al, 1998b. En este estudio no se determinaron los polimorfismos de promotor, de manera
gue se da conjuntamente la frecuencia de los haplotipos HYPA, LYQA, LYPA y LXPA (alelos A).

9IMatsushita M et al, 1998.

63



Capitulo IV

Estudio de los niveles séricos de MBL en poblacion canaria sana. Correlacion
entre el genotipo MBL2 y la concentracion sérica de MBL.

Los valores obtenidos al medir los niveles sericos de MBL oscilaron entre
27 y 5.370 ng/ml, siendo la media 960,19 ng/ml, la mediana 496,00 ng/ml y la
desviacion estandar 1110,68 ng/ml.

En la figura 1V.1 se representa graficamente la concentracion sérica de
MBL en funcion de los genotipos estructurales del gen MBL2, agrupados en base
a la presencia de mutacion (alelo O). La tabla muestra los valores de la media y el

error tipico de la media (ETM) para cada uno de los grupos genotipicos.

1800 -
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E 1400 - . .
=y Genotipos N Media ETM
a‘En' 1200 1 AA 91 145354 12356
© 1000 - AIO 51 22445 29,45
8 800 0/0 8 3875 476
o 600 4
3
< 400
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o I

0 nie—

AA AO O/0
Genotipo MBL2

Figura IV.1. Niveles séricos de MBL (ng/ml) en relacién a su genotipo estructural MBL2 (A/A
vs. A/O vs. O/0). La comparacion de los tres grupos mostrd diferencias significativas (p<0,001

para todas las comparaciones).

Se realizo el analisis teniendo también en cuenta las variantes de promotor
X/Y, tal como se muestra en la figura 1V.2.

Como resultado de la distribucion observada, que confirma una menor
produccién de proteina asociada a los alelos X y O, agrupamos los genotipos
como A/A + YA/O y XA/O + O/O, tal y como se muestra en la figura 1V.3.
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2000 -

Genotipos N Media ETM
= YAIYA 50 1.860,84 188,06
S 1500 - YAIXA 38 1.012,34 114,33
2 YAIYO 35 291,71 37,40
s
o XAIXA 3 253,67 43,23
8 1000 - XAIYO 16 77,31 13,20
0 0/0 8 38,75 4,76
(%3]
o
_02) 500 -
=z

0 ‘ - - . —
XA/XA

YAIYA YA/XA YA/O
Genotipo MBL2

XA/O o/o

Figura IV.2. Niveles séricos de MBL (ng/ml) en relacion a su genotipo MBL2
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Figura IV.3. Niveles séricos de MBL (ng/ml) en relacion a su genotipo MBL2 (A/A + YA/O vs.

XAJ/O + O/0). La comparacion de ambos grupos mostré diferencias significativas (p<0,001).

Se observa un marcado descenso en los niveles séricos de MBL en lo que
denominaremos individuos con genotipos insuficientes (XA/O + O/O), al

comparar con aquellos con genotipos suficientes (A/A + YA/O) (64,46 £ 9,62
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ng/ml y 1.130,81 £ 101,05 ng/ml respectivamente; p<0,001). Estos resultados
estan de acuerdo con las observaciones de otros estudios (Madsen HO et al, 1995;
Steffensen R et al, 2000; Minchinton RM et al, 2002).

Actividad en suero del sistema del complemento dependiente de MBL.
Correlacion entre el genotipo de la MBL y la actividad de la via de las
lectinas dependiente de MBL.

Los valores obtenidos al medir la actividad de la VL dependiente de MBL
oscilaron entre 0 y 788%, siendo la media 27,80%, la mediana 4,0% y la
desviacion estandar 72,50%.

En la figura 1V.4 se representa graficamente la actividad en suero de la via
dependiente de MBL en funcion de los genotipos estructurales del gen, agrupados
en base a la presencia de mutacion (alelo O). La tabla muestra los valores de la
media y el error estdndar de la media (ETM) para cada uno de los grupos

genotipicos.
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Figura IV.4. Actividad de la via de las lectinas dependiente de MBL (%) en relacion a su
genotipo estructural MBL2 (A/A vs. A/O vs. O/0O). La comparacion de los tres grupos
mostré diferencias significativas (p<0,001 para todas las comparaciones, salvo A/O vs.

0O/0, que no fue significativa).

Se realiz6 el analisis teniendo también en cuenta las variantes de promotor

X/Y, tal como se muestra en la figura I1V.5.
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Figura IV.5. Actividad de la via de las lectinas dependiente de MBL (%) en relacién al
genotipo MBL2.

Los resultados observados confirman una menor produccion de proteina
asociada a los alelos X y O. En esta ocasion se observa, al contrario de lo que
sucedia con los niveles séricos de proteina, una actividad media menor en los
genotipos XA/XA que en los XA/YO y O/O. Sin embargo, cabe destacar que solo se
dispone del dato en tres individuos XA/XA.
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Figura IV.6. Actividad de la via de las lectinas dependiente de MBL (%) en relaciéon a su

genotipo MBL2 (A/A + YA/O vs. XA/O + O/O). La comparacion de ambos grupos mostro

diferencias significativas (p<0,001).
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La figura 1VV.6 muestra los resultados observados al agrupar los genotipos
como A/A + YA/O y XA/O + O/O.

Correlacion entre los niveles séricos de MBL vy la actividad de la via de las
lectinas dependiente de MBL en poblacién canaria sana.

Al analizar la distribucién de los niveles séricos de MBL (ng/ml) en
relacién a la actividad dependiente de MBL de la VL (%) en suero, encontramos

una correlacion positiva significativa (rho = 0,776; p < 0,001) (figura IV.7).

175 4
150 A

125 - ° *

Actividad via MBL-dependiente (%)
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Niveles séricos de MBL (ng/ml)

Figura IV.7. Correlacion entre los niveles séricos de MBL (ng/ml) y la
actividad de la via de las lectinas dependiente de MBL en poblacién sana
canaria (%) (rho = 0,776; p < 0,001).

DISCUSION

A pesar del riesgo incrementado de infeccion asociado al defecto de la
MBL, los alelos defectivos de MBL se han encontrado en elevada frecuencia en
muchas poblaciones. Esto ha llevado a sugerir la existencia de alguna ventaja
selectiva que favorezca los niveles bajo-medios de esta proteina (Garred P et al,
1994; Madsen HO et al, 1998), lo que justificaria la preservacion de estos alelos, e
implicaria que puede tratarse de un sistema genético equilibrado (Garred P et al,
1994), en analogia al caso del alelo Hbs (alelo responsable de la anemia
falciforme) y la malaria (Haldane JBS, 1949). Sobre cuéles pudieran ser las

ventajas selectivas, hay dos teorias, no mutuamente excluyentes. Una teoria
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sugiere que la heterocigosidad para los alelos variantes puede conferir proteccién
frente a parésitos intracelulares, los cuales usan la opsonizacién mediada por
complemento como ruta de entrada a la célula. Otra teoria sugiere que la ruta de
activacion del complemento mediada por la MBL puede, en algunas
circunstancias, ser perjudicial para el hospedador, o lo que es lo mismo, que bajos
niveles de MBL funcional podrian reducir posibles consecuencias deletéreas por
activacion del complemento y la subsecuente liberacion de mediadores

inflamatorios que pueden acarrear darfio tisular.

Las frecuencias alélicas del gen MBL2 observadas en nuestro estudio
podrian ser el resultado del sistema genético equilibrado propuesto (Garred HO et
al, 1994; Madsen HO et al, 1998). Por otra parte, analisis previos en poblacién de
las islas Canarias, realizado en individuos con ascendencia canaria de al menos
dos generaciones, coinciden en una proporcion de mezcla de 60-75% europea, 20-
30% norteaficana y 5-10% subsahariana (Pinto F et al, 1994). De este modo,
nuestros datos pueden también estar reflejando la mezcla de genes europeos y
africanos observados en poblacidn canaria, si bien cabe resefiar que, nuestro grupo
de poblacion de Gran Canaria, no esta restringido a individuos con un origen
canario de varias generaciones, sino a individuos espafioles residentes en
Canarias. Por su parte, los resultados observados en bereberes, muestran una
frecuencia del alelo C (alelo caracteristico negroide) mucho més parecida a la
encontrada en Europa (1-4%) (Mead R et al, 1997; Madsen HO et al, 1998;
Madsen HO et al, 1998b; Skalnikova H et al, 2004; Bernig T et al, 2005) que en
el Africa subsahariana (alrededor de un 24%) (Madsen HO et al, 1998), lo cual
esta de acuerdo con su etnicidad.

La diseminacion de los alelos deletéreos del gen MBL2 por el mundo
podria también sugerir que la MBL es meramente redundante y un vestigio
residual de la via de activacion del complemento mas antigua. Si la MBL fuera
neutral o levemente beneficiosa para la proteccidon del hospedador, no justificaria
la elevada frecuencia de deficiencia de MBL. Verdu et al (2006) proponen, como
alternativa a la ventaja selectiva para explicar las elevadas frecuencias de
haplotipos deficientes de MBL, que éstas sean fruto de una evolucion neutral.
Segun ésta, los alelos deficientes de MBL no tienen un efecto en la salud de la

poblacién y pueden asi aumentar su frecuencia. En base a sus resultados, la MBL
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jugaria un papel redundante en el sistema inmunoldgico humano, y la dispersion
mundial de los alelos variantes s6lo habria sido el resultado de las migraciones
humanas y de la deriva genética. En este mismo sentido, Boldt et al (2006)
realizaron un estudio del que concluyen que, al menos en poblacion amerindia,
factores evolutivos estocasticos parecen haber tenido un papel predominante en
dirigir los polimorfismos del gen MBL2. Todo esto no querria decir
inexorablemente que la MBL fuera funcionalmente irrelevante, sino que no ha
jugado un papel principal a nivel poblacional; pero no excluiria que pudiese tener
un papel en presencia de otras morbilidades y que, de hecho, pueda jugar un papel
modulador en individuos inmunocomprometidos. Por otra parte, Bernig et al
(2004) realizaron un anélisis de la secuencia de los haplotipos extendidos de
MBL2 en distintos grupos étnicos de EE.UU., cuyos resultados apoyan la nocion
de que existen fuerzas selectivas que estdn trabajando incluso actualmente,
encontrando una elevada heterocigosidad con evidencias de seleccién. En este
sentido, un estudio reciente en poblacion africana (Dossou-Yovo OP et al, 2007)
apoya la presencia de alguna ventaja selectiva: si bien sus resultados no muestran
diferencias en las frecuencias alélicas ni genotipicas de las variantes de MBL2
entre recién nacidos sanos y recién nacidos con anemia falciforme, si se observa
que los alelos asociados con deficiencia de MBL (en concreto los heterocigotos)
son mas frecuentes en adultos que en recién nacidos. De este modo, en vez de un
efecto neutral, ciertos haplotipos de MBL2 pueden haber ejercido un impacto
beneficioso en la defensa del hospedador durante ciertas epidemias, habiendo sido
beneficiosos a nivel poblacional, y pudiendo asi haber actuado sobre este gen una
seleccién equilibrada a través de su historia evolutiva. Esta teoria se veria apoyada
por la aparicion de los alelos defectuosos B y C en distintas poblaciones, causados
por eventos moleculares independientes.

El estudio de los niveles séricos de MBL confirma, como ya se ha
observado en otras poblaciones (Madsen HO et al, 1995; Steffensen R et al, 2000;
Minchinton RM et al, 2002), una menor concentracion de proteina asociada a los
alelos X y O, y a los genotipos portadores de dichos alelos, siendo el efecto de la
mutacion (alelos O) ain mas relevante que el del alelo X. Este estudio, realizado
en individuos sanos sin ninguna sintomatologia en el momento de la extraccién de
la muestra, minimiza la posible alteracidn de los resultados debida a la cualidad de

proteina de fase aguda de la MBL. Si bien, como sucede en los demaés estudios,
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existe un cierto solapamiento en la concentracion correspondiente a los distintos
genotipos, nuestro estudio muestra como los niveles séricos se distribuyen
claramente en tres grupos en funcion del genotipo MBL2: genotipos de alta
produccién (YA/YA + YA/XA), de media produccion (YA/YO + XA/XA) y de baja
produccion (XA/YO + O/O). La bibliografia previa demuestra la suficiencia de
estos niveles medios de proteina que, ademas, pueden aumentar en el caso de una
respuesta de fase aguda, mientras que, en el caso de los individuos con genotipos
de baja-nula produccién, este aumento seria insignificante. Esto nos permite
agrupar los 28 posibles genotipos como genotipos suficientes (A/A + YA/O) y
genotipos insuficientes (XA/O + O/O), correspondiéndose estos Ultimos con
niveles séricos menores de 100 ng/ml.

El analisis funcional mostré una gran influencia de los genotipos MBL2
sobre la activacion de la VL dependiente de MBL. La presencia de los alelos
mutados disminuye drasticamente la actividad de la VL. Como sucede con los
niveles séricos, el alelo X también tiene un efecto en la disminucion de la
actividad. Asi, los individuos con genotipos insuficientes, tienen un porcentaje de
activacion de complemento dependiente de MBL préacticamente nulo. En este
caso, no se ha visto claramente una distribucion de la actividad en tres grupos de
genotipos, como sucede con los niveles séricos de la proteina, encontrandose muy
disminuida la actividad correspondiente a los genotipos XA/XA. Sin embargo,
como ya se comentd, esto puede deberse a la aleatoriedad del valor de la media
obtenida, causada por tener el dato solamente de tres individuos. De hecho, Walsh
et al (2007), con un numero mayor de individuos con genotipo XA/XA, observan
una actividad mayor en éstos que en aquellos con genotipos O/O; por su parte,
Minchinton et al (2002) en 11 individuos XA/XA, encuentran una mayor actividad
que en el grupo con genotipo XA/O. Seelen et al (2005) establecen de manera
arbitraria un valor de corte del 10% de la actividad, por debajo del cual consideran
que la actividad es anormal y que se correlaciona con niveles séricos de MBL
bajos. En nuestro estudio se observé también una fuerte correlacion positiva entre
los niveles séricos de MBL Yy su capacidad para activar la VL, si bien el valor de
corte podriamos situarlo en valores ain menores (incluso en el 5%). Por todo ello
consideramos valida la agrupacion de los genotipos en suficientes e insuficientes.

Al igual que en el caso de los niveles séricos, el control del estado de los
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individuos analizados reduce la posibilidad de actividad elevada como resultado
de una respuesta de fase aguda.

En conclusidn, el presente estudio confirma la asociacion gradual existente
entre los genotipos MBL2 y los niveles séricos de MBL, asi como con la actividad
de la VL mediada por MBL. Esto nos permite realizar estudios del gen MBL2
agrupando los 28 posibles genotipos en base a su funcionalidad. Por otra parte,
este estudio establece las frecuencias alélicas y genotipicas del gen MBL2 en
poblacion espafiola (incluida la canaria), mostrando, en primer lugar, la
concordancia con su origen caucasico, y permitiendo, en segundo lugar,
posteriores estudios de susceptibilidad a enfermedad en nuestra poblacién, que

contribuyan a arrojar luz sobre el papel de la MBL en diversas enfermedades.
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POLIMORFISMOS DEL GEN MBL2 COMO FACTOR
MODULADOR DE LA ENFERMEDAD EN MUJERES
CANARIAS  CON LUPUS ERITEMATOSO
SISTEMICO (LES)

RESUMEN

Antecedentes. El LES es una enfermedad multifactorial y poligénica cuya patologia y etiologia
precisas permanecen desconocidas. La MBL estd implicada en la activacion de complemento. Su
deficiencia ha sido asociada con un riesgo aumentado de LES, aunque los resultados obtenidos en
diversos estudios son contradictorios.

Objetivo. Determinar si los polimorfismos del gen MBL2 se asocian con las caracteristicas
clinicas y la susceptibilidad al LES en mujeres canarias.

Materiales y métodos. Se determinaron los alelos y genotipos del gen MBL2 en 89 mujeres con
LES y 414 mujeres controles sanas.

Resultados. No se encontraron diferencias en las frecuencias alélicas ni genotipicas entre
pacientes y controles. Los anticuerpos anti-U1RNP fueron menos frecuentes en asociacion con los
alelos mutados (p = 0,037) y con los genotipos deficientes de MBL (aunque esta Ultima asociacion
no fue estadisticamente significativa). El grupo de pacientes con genotipos de produccion
insuficiente mostraron una frecuencia disminuida de anticuerpos anti-Sm (p = 0,059). Se observé
también una tendencia no significativa entre menor prevalencia de anticuerpos anti-Sm y anti-
cardiolipina en asociacion tanto con alelos mutados como con genotipos insuficientemente
productores. La prevalencia de més de un autoanticuerpo fue menor en asociacion con los alelos
mutados (p = 0,022) y con genotipos de produccion insuficiente (p = 0,052). Por otra parte, los
pacientes homocigotos o heterocigotos para los alelos mutados presentaron una edad
significativamente mayor tanto al comienzo de la enfermedad como al diagnostico de LES (p =
0,005 y p = 0,014 respectivamente). Se observd también un aumento en la media de edad al
comienzo de la enfermedad y al diagndstico de LES en relacién al nimero de alelos no
productores presentes (p = 0,021 y p = 0,038 respectivamente).

Conclusiones. El defecto de MBL no es un factor de riesgo para el desarrollo de LES en poblacion
femenina canaria, pero si se asocia con una menor prevalencia de autoanticuerpos y con una edad

mas tardia del comienzo y el diagndstico de la enfermedad.
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INTRODUCCION

El LES es una enfermedad autoinmune prototipica que implica la
formacion de mdltiples autoanticuerpos y la inflamacion recurrente de varios
organos. Es una enfermedad cronica con un amplio rango de manifestaciones
clinicas, caracterizada por cursar con sucesivas exacerbaciones y remisiones. La
prevalencia estimada en poblacion espafiola de LES en adultos es de 91 casos por
cada 100.000 habitantes (Carmona L, 2001), cifra similar en la Comunidad
Canaria. La edad de inicio oscila entre los 17 y los 35 afios, siendo mas frecuente
en mujeres que en varones (en una proporcion 10:1), si bien esta preponderancia
femenina disminuye cuando la enfermedad comienza en la infancia o después de
los 65 afios. Ciertos grupos étnicos, como aquellos con ancestros africanos o
asiaticos, tienen un mayor riesgo de presentar este trastorno, que ademas puede
ser mas grave que en pacientes caucasicos. ElI LES estd caracterizado por una
serie de alteraciones inmunoldgicas, viéndose afectadas tanto la inmunidad celular
como la humoral. Estas alteraciones dan como resultado la aparicion masiva de
autoanticuerpos frente a gran numero de componentes celulares,
fundamentalmente nucleares. El dep6sito de estos inmunocomplejos produce
inflamacion, originandose dafio tisular en diversos organos. (Lindgvist AK y
Alarcon-Riquelme ME, 1999; Mok CC y Lau CS, 2003).

Dada la gran heterogeneidad de manifestaciones clinicas que pueden
presentar los individuos afectos de LES, el American College of Rheumatology
(ACR) establecio6 11 criterios para el diagnostico de la enfermedad (Tan EM et al,
1982), los cuales se revisaron posteriormente (Hochberg MC, 1997), y que son los
que se tienen en cuenta en la practica clinica, de manera que un paciente serd
diagnosticado de LES cuando presente cuatro o mas de estos criterios,
simultaneamente o a lo largo de la evolucion de su enfermedad.

La etiologia del LES es desconocida, si bien contribuyen factores tanto
hormonales, como ambientales y genéticos (Mok CC y Lau CS, 2003). La
evidencia de predisposicion hereditaria al LES proviene de estudios familiares,
gue demuestran una elevada concordancia entre gemelos homocigéticos, asi como
una alta prevalencia de la enfermedad entre familiares de pacientes con LES
(Deapen D et al, 1992). La base genética es muy compleja, y de los estudios
realizados hasta la fecha se deduce que pueden estar implicados varios genes. Asi,

se han realizado tanto estudios de ligamiento como de asociacion caso-control.
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Los anélisis de ligamiento han relacionado un intervalo del brazo largo del
cromosoma 1 (1g23-24), donde se encuentran los genes de los FcyRIl (CD32) y
FcyRIIl (CD16), y de la proteina C reactiva, con el LES en diversas poblaciones,
asi como, entre otras mas, la region 6pl1-21, donde se sitGan los genes del
sistema principal de histocompatibilidad (HLA). También se han obtenido
resultados de asociacion con genes relacionados con la produccion de citocinas y
con la regulacion de la respuesta de los linfocitos. Los estudios genéticos de
asociacion son tratados con mayor amplitud en las revisiones de Kelly et al
(2002), Mok y Lau (2003) y Tsao (2004).

Por otra parte, la deficiencia de alguno de los componentes tempranos del
sistema de complemento (Clg, C2 y C4) representa un riesgo mayor de
predisposicion a LES (Walport MJ, 1993; Pickering MC et al, 2001). Para
explicar la relacion entre el defecto de complemento y la enfermedad autoinmune
se han desarrollado diversas hipotesis: desordenes en la inmunidad humoral, o
aclaramiento deteriorado de inmunocomplejos o de cuerpos apoptoticos.

Diferentes estudios han sefialado al gen MBL2 como un gen candidato de
asociacion a LES en diversas poblaciones. Sin embargo, mientras unos estudios
mostraban al defecto de MBL como un factor de riesgo para el desarrollo de LES,
0 como un factor implicado en la produccién de autoanticuerpos o en el dafio de
ciertos 6rganos, otros estudios no encontraban asociacion alguna (ver relacion de
estudios relevantes en el ANEXO V.1, al final del capitulo). La falta de
reproducibilidad de los estudios realizados puede tener varias causas, desde
tamafos muestrales insuficientes, a resultados sesgados por sexo, pasando por la
heterogeneidad étnica.

Para examinar el papel propuesto para el defecto de la MBL en el LES,
estudiamos la asociacién de los alelos y genotipos del gen MBL2 con la
susceptibilidad al LES o con alguna caracteristica clinica o seroldgica, en un

grupo de mujeres de origen espafiol con LES en las Islas Canarias.

MATERIALES Y METODOS
Pacientes y controles.

En la poblacién de pacientes estudiada se incluyeron 89 mujeres
espanolas, no relacionadas entre si, atendidas en el Hospital Universitario de Gran

Canaria “Dr. Negrin” (edad media 40,44 = 12,39 afios). Todas las pacientes
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cumplian cuatro 0 mas de los criterios revisados propuestos por el ACR para el
diagnostico del LES. La edad media al inicio de la enfermedad fue de 30 afios
(con un rango entre 12 y 68 afios). Las caracteristicas clinicas analizadas fueron
las siguientes: criterios de clasificacion de LES, presencia de los autoanticuerpos
anti-cardiolipina, anti-dsDNA (ADN de doble cadena), anti-Sm (antigeno Smith),
anti-ULRNP  (ribonucleoproteina  U1l) y anti-Ro/SSA y/lo -La/SSB
(ribonucleoproteinas Ro y La), edad al inicio de la enfermedad y en el momento
del diagnéstico de LES, hipocomplementemia, trombosis, aborto, ictus, fendmeno
de Raynaud, SLAM (medicion de la actividad del lupus sistémico) y SLEDAI

(indice de actividad de la enfermedad del lupus eritematoso sistémico) (tabla V.1).

Tabla V.1. Caracteristicas clinicas de las pacientes con lupus eritematoso

sistémico (LES).

Caracteristicas clinicas Frecuencia® Indt'(;/t'glldos
Edad media 40,44 89
Criterios de LES (ACR)

Erupcion malar 49 (55,06) 89

Erupcion discoide 11 (12,36) 89

Fotosensibilidad 47 (52,81) 89

Ulceras orales 34 (38,20) 89

Artritis 75 (84,27) 89

Serositis 25 (28,09) 89

Afectacion renal 39 (43,82) 89

Afectacidn neurologica 12 (13,48) 89

Afectacién hematoldgica 69 (77,53) 89

Afectaciéon inmunolégica 80 (89,89) 89

Anticuerpos antinucleares 89 (100) 89
Hipocomplementemia 71 (80,68) 88
Trombosis 11 (12,36) 89
Aborto 8 (8,99) 89
Ictus 3(3,37) 89
Fenémeno de Raynaud 36 (42,35) 85
Auto-anticuerpos

Anti-cardiolipina 42 (48,84) 86

Anti-dsDNA 78 (87,64) 89

Anti-Sm 22 (25,29) 87

Anti-U1IRNP 33 (37,50) 88

Anti-La y/o -Ro 38 (43,18) 88

? Los valores son el nimero (%), excepto para la edad, que es la media en afios.

® Ntmero de individuos con dato valido para la caracteristica analizada.
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Los datos demogréaficos y clinicos se obtuvieron retrospectivamente de las
historias clinicas, siendo los criterios de recoleccion de datos uniformes para todos
los pacientes.

El grupo control lo formaron 414 mujeres sanas espafiolas no relacionadas
entre si, las cuales fueron voluntarias en el Hospital Universitario de Gran Canaria
“Dr. Negrin” (pertenecientes al grupo de poblacién canaria descrito en el apartado
1 del capitulo 111). La edad media de este grupo control fue de 34,67 £+ 10,06 afios.

Debido a la baja incidencia del LES en varones, el estudio se realizo

unicamente en poblacién femenina.

Analisis genético.
La extraccion del ADN asi como el genotipaje se realizaron tal como se

describe en el capitulo I1I.

Anélisis estadistico.

Para comparar la distribucion de las frecuencias alélicas y
genotipicas del gen MBL2 para dos grupos, se empled la prueba de Chi-cuadrado,
0 el test exacto de Fisher cuando fue necesario. El riesgo de LES asociado con los
genotipos de MBL2 como factor genético y la fuerza de la asociacion de los
genotipos con la frecuencia de las caracteristicas clinicas se estimd usando el
calculo de los odds ratio (OR) con un intervalo de confianza (IC) del 95%.

La comparacion de la diferencia de medias para la edad al inicio de la
enfermedad y la edad al diagndstico de LES, en relacion a los genotipos MBL2, se
realizd6 mediante el test de la t de Student para dos muestras independientes o
mediante el analisis de la varianza de la ANOVA de un factor cuando se
compararon mas de dos categorias.

(Para una descripcion mas detallada del analisis estadistico ver el apartado

6 del capitulo I11).

RESULTADOS
La frecuencia alélica de las variantes de la region estructural no difirio
significativamente entre los grupos de casos y de controles. La frecuencia total de

los alelos no productores (alelos O) también fue similar entre ambos grupos: 49

80



MBL en LES

alelos en pacientes (27,53%) frente a 212 alelos en el grupo control (25,60%); p =
0,66 (tabla V.2).

Tabla V.2. Frecuencia de los alelos estructurales del gen MBL2
en pacientes con lupus eritematoso sistémico (LES) y poblacién

control.

Alelos Pacientes Controles
(N=178) (N =828)

129 (72,47) 616 (74,40)

0 49 (27,53) 212 (25,60)

B 33 (18,54) 131 (15,82)
C 6 (3,37) 29 (3,50)
D 10 (5,62) 52 (6,28)

Los valores son el nimero de cromosomas (%).

A designa el alelo salvaje y O designa el total de los alelos
mutados B, C y D.

Las frecuencias genotipicas se encontraban en equilibrio de Hardy-
Weinberg en ambos grupos.

En la tabla V.3 se muestran las frecuencias de los genotipos agrupados en
base a la presencia de las variantes estructurales. El 50,56% de las pacientes
portaban genotipos A/A, el 43,82% genotipos A/O y un 5,62% genotipos O/O.
Esta distribucion general también fue similar a la observada en el grupo control:
55,31% de homocigotos A/A; 38,16% de heterocigotos A/O y 6,52% de
homocigotos O/O (y* para tendencia lineal = 1, 2 grados de libertad, p = 0,61;
comparacion A/A vs. A/O + O/O: p = 0,48; comparacion O/O vs. A/A + A/O: p =
0,94). Al evaluar la presencia del alelo de baja produccion LXPA en los distintos
genotipos, observamos que la frecuencia de homocigotos LXPA no diferia entre
pacientes con LES (3,37%) y controles (2,90%). Ademas, la frecuencia de
genotipos LXPA/O no difirié significativamente entre casos y controles (7,87% vs.
11,84% respectivamente; p = 0,16). De igual modo, la frecuencia de genotipos de
produccion insuficiente (LXPA/O + O/O) tampoco fue significativamente
diferente entre pacientes y controles (13,48% vs. 18,36%; p = 0,35) (tabla V.3).
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Tabla V.3. Frecuencias genotipicas del gen MBL2 en pacientes con lupus

eritematoso sistémico (LES) y poblacion control.

Genotipos MBL2 (NLzEgg) ((:Ign:ri)lli)s
A/A total 45 (50,56) 229 (55,31)
YA/IYA 27 (30,34) 139 (33,57)
XAIYA 15 (16,85) 78 (18,84)
XAIXA 3(3,37) 12 (2,90)
A/O total 39 (43,82) 158 (38,16)
YA/O 32 (35,95) 109 (26,33)
XA/O 7 (7,87) 49 (11,84)
O/O total 5 (5,62) 27 (6,52)
A/A + YAIO 77 (86,52) 338 (81,64)
XA/O + O/O 12 (13,48) 76 (18,36)

Los valores son el numero de individuos (%).

A designa el alelo salvaje y O designa los alelos mutados B, C y D.

Las frecuencias genotipicas en las principales caracteristicas clinicas de las
pacientes se muestran en la tabla V.4. Algunos datos clinicos no pudieron ser
obtenidos de algunas pacientes. No se encontraron diferencias en las frecuencias
alélicas y genotipicas al analizar los criterios de clasificacion de LES asi como
otras caracteristicas clinicas (aborto, citopenias, ictus y fendmeno de Raynaud).

Al analizar la distribucion de los autoanticuerpos entre los distintos
subgrupos de alelos y genotipos (tabla V.5) se observé que las frecuencias de anti-
cardiolipina, anti-Sm y anti-U1RNP eran menores en relacion con los alelos y
genotipos asociados al defecto de MBL. Es de destacar que los alelos O se
asociaron significativamente con una menor prevalencia de autoanticuerpos
U1RNP (24,49%) al comparar con los alelos A (42,52%) (p = 0,037, OR = 0,44,
IC 95% 0,19-0,96). Una tendencia similar, aunque no significativa, hacia una
menor prevalencia de autoanticuerpos anti-ULRNP se observo al comparar
pacientes con genotipos A/O o O/O con aquellos con genotipos A/A (27,27% vs.
47,73% respectivamente; p = 0,077). Ademas, el grupo de pacientes con
genotipos insuficientemente productores (LXPA/O + O/O) mostraron una

frecuencia disminuida de anticuerpos anti-Sm (0%) al ser comparados con
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aquellas pacientes sin estos genotipos (28,95%), aunque esta diferencia no

alcanzo significacion estadistica (p = 0,059).

Tabla V.4. Frecuencias genotipicas del gen MBL2 en pacientes con LES en funcién

de las principales caracteristicas clinicas.

Caracteristicas clinicas A/A + YA/O XA/O + O/O

Criterios de LES (ACR)

Erupcién malar 42 (54,55) 7 (58,33)
Erupcién discoide 11 (14,29) 0 (0)
Fotosensibilidad 42 (54,55) 5 (41,67)
Ulceras orales 31 (40,26) 3 (25,00)
Artritis 64 (83,12) 11 (91,67)
Serositis 22 (28,57) 3 (25,00)
Afectacidn renal 35 (45,45) 4 (33,33)
Afectacion neuroldgica 10 (12,99) 2 (16,67)
Afectacion hematolodgica 59 (76,62) 10 (83,33)
Afectacidon inmunoldgica 70 (90,91) 10 (83,33)
Anticuerpos antinucleares 77 (100) 12 (100)
Hipocomplementemia 68 (83,95) 10 (71,43)
Trombosis 10 (12,19) 2 (14,29)
Aborto 7 (8,54) 1(7,14)
Ictus 4 (100) 0
Fenémeno de Raynaud 33(42,31) 4 (30,77)

Los valores son el numero de individuos (%).
A designa el alelo salvaje y O designa los alelos mutados B, Cy D.

También se analiz6 el nimero de autoanticuerpos distintos presentes (anti-
cardiolipina, anti-dsDNA, anti-Sm, anti-ULRNP y anti-La/Ro) con respecto a los
genotipos de MBL2 (los anticuerpos antinucleares, ANA, fueron excluidos del
analisis debido a su prevalencia del 100% en nuestras pacientes) (tabla V.5). La
prevalencia de mas de un autoanticuerpo frente a ninguno 0 uno
(mayoritariamente anti-dsDNA) fue de un 66,66% en asociacion con los alelos O,
comparado con un 83,33% asociado a los alelos A (p = 0,022, OR= 0,4, IC 95%
0,17-0,93). Ademas, la prevalencia de mas de un autoanticuerpo también estaba
disminuida en pacientes con genotipos A/O o O/O (69,78% vs. 87,80% en
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pacientes con genotipos A/A; p = 0,062) y en pacientes con genotipos LXPA/O o
O/0 (54,54% vs. 82,19% en pacientes con los deméas genotipos; p = 0,052). Por
otra parte, evaluamos la frecuencia de sélo aquellos autoanticuerpos en los que se
habia observado alguna diferencia (anti-cardiolipina, anti-Sm y anti-ULRNP). En
este sentido, se encontrd una asociacion de los alelos O con una menor frecuencia
de estos autoanticuerpos con respecto a los alelos A (58,33% vs. 76,67%; p =
0,023, OR= 043, IC 95% 0,21-0,87), siendo también estas diferencias
estadisticamente significativas al comparar los genotipos A/O + O/O frente a
genotipos A/A (60,46% vs. 82,93%; p = 0,030, OR = 0,31, IC 95% 0,1-0,96).
Ademaés, observamos un descenso no significativo en la frecuencia de pacientes
con alguno de estos autoanticuerpos en los genotipos LXPA/O + O/O (45,45% vs.

75,34% en pacientes sin ninguno de estos autoanticuerpos; p = 0,069).

Tabla V.5. Prevalencia de autoanticuerpos en pacientes con lupus eritematoso sistémico en funcién de
los alelos estructurales y los genotipos de MBL2%,

A O AlA A/O + O/O A/A +YA/IO  X/O + O/O

(An”t:i'gg;dio"pi”a 64 (52,03) 20 (40,82) 24 (57,14) 18 (40,91) 38 (51,35)  4(33,33)
(An”t:i'g%‘ 34 (26,98) 10 (20,83) 12 (27,27) 10 (23,26) 22 (28,95)" 0(0)°
(Anmzi'géRNP 54 (42,52)¢ 12 (24,49)C§21 (47,73)% 12 (27,27)"5 31 (40,79) 2 (16,67)
Anti-cardiolipina, -

amz, éti)lRNPe 92 (76,67)" 28 (58,33)' 534 (82,93)% 26 (60,46)95 55 (75,34)" 5 (45,45)"

émn:_stla\;A | 115(89,15 41 (83,67) | 41(9111) 37(8409) | 68(8831) 10 (83:33)
@1”:"52;'?0 54(4252) 22(44,90) | 19 (43,18) 19(4318) | 33(4342)  5(41,67)
Mas de 1 ; _ o
autoanticuerpo’ | 100 (83,33) 32 (66,66)’ | 36 (87,80) 30 (69,78) | 60(82,19)' 6 (54,54)'
(n=284) : ; !

®Los valores son el nimero de cromosomas para los alelos y el nimero de individuos para los genotipos
(%). bp = 0,059. Cp = 0,037, OR= 0,44, IC 95% 0,19-0,96. dp = 0,077. ®Andlisis de la presencia de anti-
cardiolipina y/o anti-Sm y/o anti-U1RNP vs. ninguno de estos autoanticuerpos. fp = 0,023, OR= 0,43, IC
95% 0,21-0,87. % = 0,030, OR = 0,31, IC 95% 0,1-0,96. hp = 0,069. 'Analisis de mas de 1 de los 5
autoanticuerpos vs. ninguno o 1 autoanticuerpo. J'p = 0,022, OR=0,4, IC 95% 0,17-0,93. kp = 0,062. Ip =
0,052.
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Finalmente, se analizo la relacion de los genotipos deficientes de MBL con
la edad tanto al inicio de la enfermedad como al diagnostico de LES,
observandose que la edad media al inicio de la enfermedad era 7,7 afios menor en
pacientes con genotipos A/A que en aquellos con genotipos A/O o O/O (24,0 +
9,05 afios vs. 31,7 + 11,9 respectivamente; p = 0,005) (figura V.1A). De forma
similar, la edad media al diagndstico de LES fue 7,7 afios menor en pacientes con
genotipos A/A que en aquellos con genotipos A/O o O/O (25,75 + 10,8 afios vs.
33,45 + 12,4 respectivamente; p = 0,014) (figura V.1A).

Ademas, se observo un aumento en la edad media al inicio de la enfermedad
relacionado con el nimero de alelos no productores presentes: 24,0 + 9,05 afios en
pacientes con genotipos A/A, 31,5 + 12,3 afios en pacientes con genotipos A/O y
33,7 £ 5,9 afios en pacientes con genotipos O/O (figura V.1B). Estas diferencias
fueron estadisticamente significativas (p = 0,021). Se observaron resultados
similares al analizar la edad media al diagnéstico de LES. Esta fue de 25,75 +
10,8 afios en pacientes con genotipos A/A, 33,0 + 12,7 en pacientes con genotipos
A/O y 39,4 + 0,1 en pacientes con genotipos O/O. Estas diferencias también
fueron estadisticamente significativas (p = 0,038) (figura VV.1B).

Las diferencias entre los genotipos suficientes y los insuficientes no fueron
significativas para ninguna de las dos comparaciones de edades (figura V.1C).
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20 mm Diagndstico de LES
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Figura V.1. Edades al inicio de la enfermedad y al diagnostico de LES en relacion a los
genotipos MBL2. Los valores son la edad media + desviacion estandar. A. Comparacion de los
genotipos estructurales A/A vs. A/IO + O/O (p = 0,004 para la edad media al inicio de la
enfermedad y p = 0,013 para la edad media al diagndstico de LES). B. Comparacion de los
genotipos estructurales A/A vs. A/O vs. O/O (p = 0,021 para la edad media al inicio de la
enfermedad y p = 0,038 para la edad media al diagnéstico de LES). C. Comparacion de los

genotipos suficientes vs. insuficientes (diferencias no significativas).

DISCUSION

El presente estudio muestra una gran similitud en las frecuencias alélicas y
genotipicas entre pacientes con LES y controles en mujeres canarias. También
documenta una menor prevalencia de ciertos autoanticuerpos en pacientes con

genotipos asociados al defecto de MBL, asi como una asociacion entre el defecto
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de la proteina y unas edades de inicio de la enfermedad y de diagnéstico de LES
mayores.

Previamente se ha sugerido que el defecto de MBL se asocia con una
mayor susceptibilidad a LES. Los primeros estudios llevados a cabo para
averiguar la relacion entre la MBL y el LES revelaron un aumento significativo en
la frecuencia de los alelos estructurales B y C en pacientes afroamericanos
(Sullivan KE et al, 1996). Por el contrario, en pacientes ingleses no se detectd un
aumento significativo ni en la frecuencia del alelo B, ni en la de homocigotos BB
(Davies EJ et al, 1995). Sin embargo, el oligonucleotido directo empleado en
estos y otros estudios incluia el sitio polimorfico P/Q el cual, tal y como ha sido
puesto de manifiesto, puede llevar a una sobreestimacion del alelo B y de los
homocigotos BB (Madsen HO et al, 1994). En subsecuentes estudios, en pacientes
de Sudafrica (Davies EJ et al, 1998), China (Lau YL et al, 1996; Huang HF et al,
2003) y Dinamarca (Garred P et al, 1999), se observo un aumento de la frecuencia
de las mutaciones estructurales del gen MBL2. Si bien los andlisis estadisticos de
estos estudios no son concluyentes respecto a la significacion estadistica, se ha
sugerido que la deficiencia de MBL puede ser un factor de riesgo menor para
LES. Por otra parte, en un meta-analisis en pacientes daneses (Garred P et al,
2001) se observa asociacion de las mutaciones estructurales con mayor
susceptibilidad a LES, y un estudio en japoneses (Takahashi R et al, 2005)
encuentra una mayor susceptibilidad a LES asociada al genotipo B/B. Respecto a
las variantes del promotor del gen MBL2, en poblaciones chinas se ha observado
un aumento significativo del alelo de baja produccién LX (Ip WK et al, 1998;
Huang YF et al, 2003), mientras que en pacientes afroamericanos se ha observado
un aumento significativo de homocigotos para este alelo (Sullivan KE et al,
1996). Estos resultados, sin embargo, no fueron confirmados por un estudio
realizado en poblacion danesa (Garred P et al, 1999).

Por otro lado, un estudio posterior en poblacion japonesa (Horiuchi T et al,
2000) ha mostrado similitudes entre las frecuencias de las variantes estructurales y
de promotor encontradas en pacientes con LES al comparar con un grupo control.
Los autores concluyen que, en su poblacién, no parece que el defecto de MBL
juegue un papel principal en la patogénesis del LES. Asi, la deficiencia de MBL
puede tener mayor significacion en unas poblaciones que en otras. Estudios mas

recientes, tanto en caucasicos (Jonsen A et al, 2004; Momot T et al, 2006; Bultink
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IEM et al, 2006), como en un grupo multiétnico norteamericano (Piao W et al,
2007), no encuentran asociacion entre las variantes del gen MBL2, o el defecto de
MBL, y una mayor susceptibilidad a LES, mientras que un meta-analisis realizado
en 2005 con individuos europeos-americanos (Lee YH et al, 2005), y que incluye
nuestro grupo de pacientes con LES (obtenidos de nuestros datos publicados en
2003), muestra a los alelos B, L y X como factor de riesgo para LES.

Considerando el analisis de las variantes estructurales y de las de la region
del promotor, los resultados de nuestro estudio muestran un elevado grado de
similitud en las frecuencias alélicas y genotipicas entre pacientes y controles. De
este modo, se puede concluir que, al menos en lo que respecta a nuestra
poblacién, los datos obtenidos no apoyarian la hipétesis de que el defecto de MBL
represente un factor de riesgo para LES. Estudios previos en poblacion espafiola
de Barcelona mostraron un aumento en el nimero de pacientes portadores del
alelo B (Davies EJ et al, 1997; Villareal J et al, 2001) y una frecuencia disminuida
del alelo HYPA (Villareal J et al, 2001) en sus pacientes con LES.

En apoyo a nuestros datos, los estudios de rastreo gendémico para
ligamiento a LES que se han realizado hasta la fecha no han encontrado
asociacion dentro de la region del gen MBL2 (Gaffney PM et al, 1998; Shai R et
al, 1999). Por otro lado, dado que el LES es una patologia con una distribucion
fuertemente sesgada por género, se estimo necesario realizar un estudio limitado
s6lo a mujeres. De hecho, Garred et al (1999) encontraron una sobreestimacion de
hombres en el grupo de homocigotos mutados en su poblacion de pacientes con
LES, sugiriendo que el defecto de MBL puede aumentar el riesgo de adquirir LES
entre los hombres. Sin embargo, si se hubiera hecho un andlisis s6lo en las
mujeres de su poblacién de pacientes, el defecto de MBL, al igual que en nuestro
estudio, no habria representado susceptibilidad a LES. En este sentido, gran parte
de los estudios realizados hasta la fecha han incluido en su grupo de pacientes
tanto a hombres como a mujeres, analizandolos de forma conjunta.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio muestran una menor
prevalencia de determinados autoanticuerpos asociada a la deficiencia de MBL.
Estudios previos (Davies EJ et al, 1995; Sullivan KE et al, 1996) no encontraron
que los alelos mutados de MBL2 ejercieran influencia en la prevalencia de
autoanticuerpos, mientras que estudios recientes muestran una asociacién entre los

genotipos A/O y O/O con un aumento de anti-cardiolipina y anti-C1q (Seelen MA
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et al, 2005b) y anti-fosfolipido (aunque con una significacion estadistica de p =
0,05) (Bertoli AM et al, 2006). Por otra parte, Piao et al (2007) encuentran
también ausencia de genotipos O/O en relacion al anticuerpo anti-Sm, si bien sus
pacientes A/O presentaban dicho anticuerpo con mayor frecuencia. Nosotros
encontramos que la prevalencia de anti-ULRNP fue menor en asociacion a los
alelos defectivos, y se observé también una menor prevalencia, aunque no
significativa estadisticamente, en genotipos deficientes de MBL. Ademas, se
observé una tendencia hacia una menor prevalencia de los anticuerpos anti-Sm y
anti-cardiolipina asociada a la deficiencia de MBL. Sin embargo, estas diferencias
no fueron estadisticamente significativas, lo cual puede ser atribuido al bajo
nimero de individuos en cada subgrupo. Al evaluar el andlisis conjunto del
estudio de autoanticuerpos, también se observo un papel protector de los alelos y
genotipos defectivos de produccion de MBL cuando se comparé la prevalencia de
tener ninguno o uno (principalmente anti-dsDNA) frente a tener mas de uno, asi
como para el subsecuente analisis conjunto de los autoanticuerpos anti-
cardiolipina, anti-Sm y anti-ULRNP. Nuestros resultados sugieren claramente que
el defecto de MBL juega un papel protector en la produccion de autoanticuerpos
en pacientes con LES. Si bien estos resultados discrepan de los obtenidos por
Seelen et al (2005), Bertoli et al (2006) y Piao et al (2007), habria que tener en
cuenta que estos tres estudios estan realizados en grupos de pacientes que
incluyen individuos de ambos sexos y de diversos origenes étnicos mezclados, lo
cual podria influir en los resultados observados.

La prevalencia de algunos autoanticuerpos también es menor en pacientes
con otras deficiencias de complemento. De hecho, se ha establecido que el sistema
del complemento juega un papel importante en la produccién de una respuesta
inmunoldgica humoral normal a antigenos T-dependientes (Walport MJ, 1993;
Pickering MC et al, 2001). Nuestras observaciones parecen sugerir que la
deficiencia de MBL estd asociada con una menor prevalencia de algunos
autoanticuerpos, pero no con una mayor susceptibilidad a LES.

Cuando la relacion entre los genotipos de MBL2 y las edades al inicio de la
enfermedad y al diagndstico del LES fueron evaluadas, se encontrd un aumento
en la edad media al inicio de la enfermedad (p = 0,021) en pacientes con
genotipos defectivos de proteina. Se observaron resultados similares al analizar la

edad media al diagnostico de LES (p = 0,038). Por tanto, aquellos pacientes con
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deficiencia de MBL tienen un comienzo de la enfermedad y un diagnéstico de
LES mas tardio. Este hallazgo no fue observado en un estudio previo (Garred P et
al, 1999), y discrepa de lo observado recientemente por Jakab et al (2007), que
encuentran una asociacion entre el genotipo X/X y un diagndstico y desarrollo mas
temprano del LES. Previamente se ha comprobado en algunos estudios, pero no
en todos, que un retraso en el inicio de la enfermedad se asocia con una
supervivencia prolongada (Wallace DJ et al, 1981; Ginzler EM et al, 1982; Ward
MM et al, 1995; Abu-Shakra M et al, 1995). Este dato, junto con el hecho de que
la presencia de ciertos autoanticuerpos se han asociado con determinadas
caracteristicas clinicas que pueden definir el curso de la enfermedad, podria
sugerir que la deficiencia de MBL puede ser un factor que contribuye a un menor
grado de severidad de la enfermedad. De hecho, la habilidad de los genotipos
MBL2 de influir en més de un aspecto de una enfermedad es evidente en otras
condiciones inflamatorias (Hibberd ML et al, 1999; Garred P et al, 2000; Rector
A et al, 2001), posiblemente como consecuencia de una capacidad reducida de
activar el complemento y, de ese modo, de provocar un menor dafio (Turner MW
et al, 1996). Sin embargo, al evaluar la asociacion entre los alelos y genotipos de
MBL2 y determinar las caracteristicas clinicas del LES, no se encontr relacion
directa, excepto en el caso en el que se observo un aumento significativo en la
frecuencia del alelo C en pacientes con trombosis (p = 0,026). Por otra parte, se ha
observado previamente que el dafio renal era mas frecuente en pacientes con
genotipos defectuosos de MBL (Garred P et al, 1999; Bertoli AM et al, 2006;
Font J et al, 2007) y en pacientes portadores del alelo B (Davies EJ et al, 1997).
Sin embargo, en nuestro estudio, asi como en otros estudios publicados (Davies
EJ et al, 1995; Sullivan KE et al, 1996), no se observo asociacion con trastorno
renal.

Adicionalmente, evaluamos los indices SLAM y SLEDAI, y no
encontramos ninguna asociacion con la deficiencia de MBL. Sin embargo, dado
que tanto el SLAM como el SLEDAI son indices sélo de actividad, y no se
relacionan directamente con la gravedad de la enfermedad, seria interesante
analizar los datos del indice de dafio SLICC (Systemic Lupus Internacional
Collaborating Clinics) para clarificar la relacion entre la gravedad del LES y la
deficiencia de MBL. Asi, aunque nuestros datos pueden sugerir un papel protector

para la MBL en la gravedad de la enfermedad, esto no es apoyado por los datos
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clinicos. En este sentido, los Unicos autores que encuentran alguna asociacion con
estos parametros son Garred et al (2001), que asocian el SLEDAI con las
mutaciones estructurales, y Font et al (2007), que encuentran un mayor SLICC
medio en pacientes con LES con genotipos O/O, X/O y X/X.

En resumen, en nuestro estudio, no se han encontrado diferencias
estadisticas en las frecuencias alélicas y genotipicas de las variantes estructurales
y de promotor del gen MBL2 entre las pacientes con LES y el grupo control. Estos
resultados sugieren que, al menos en el caso del grupo femenino de esta serie, la
deficiencia de MBL no representaria un factor de riesgo de LES. Sin embargo, la
menor prevalencia de autoanticuerpos observada en pacientes con genotipos de
produccion defectiva de proteina, junto con un retraso en la edad de inicio de la
enfermedad y de diagnostico de LES en estos pacientes, sugiere que la deficiencia
de MBL es un factor modulador de la enfermedad. En vista de la disparidad en los
resultados publicados hasta la fecha, se necesitan estudios adicionales para aclarar

la relacion entre los polimorfismos del gen MBL2 y el LES.
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ANEXO V.1. Publicaciones mas relevantes sobre la asociacién entre polimorfismos del gen MBL2 y el lupus eritematoso sistémico (LES).

Autor, afio Poblacién N° pacientes Caracteristicas Hallazgos
Davies et al, 1995 Reino Unido 102 No significativo.
Sullivan et al, 1996 Afroamericanos 92 Defecto de MBL (variantes estructurales y de promotor) predispone a LES.
Lau et al, 1996 Chinos de Hong Kong 111 No significativo.
Davies et al, 1997 Espafioles 50 Alelo B se asocia a susceptibilidad de LES,
Davies et al, 1998 Negros sudafricanos 50 No significativo.
Ip et al, 1998 Chinos 112 LX se asocia a susceptibilidad a LES.
s . Asaciacion de O/O a riesgo de infeccién, n° de infecciones, pneumonia y a menor
Andlisis conjunto de . ; e - . M o )
Garred et al, 1999 Daneses 91 . tiempo entre el diagndstico y la primera infeccion, y a dafio renal, en pacientes con
hombres y mujeres LES
Horiuchi et al, 2000 Japoneses 95 No asociacién con LES de las variantes de promotor ni estructurales.
Garred et al, 2001 Daneses 99 y meta-analisis Andlisis conjunto de Asociacion de mutacion estructural a mayor susceptibilidad a LES, SLEDAI e
hombres y mujeres infecciones.
Villareal et al, 2001 Espafioles 125 Alelo B mas frecuente en pacientes, y HY mayor en controles.
Huang et al, 2003 Chinos 41 LX es un factor importante de riesgo de LES.
.. - 5 con 3 criterioos. g .
Jonsen et al, 2004 Caucasicos 143 Hombres y mujeres No asociacion de MBL con susceptibilidad a LES.
No indicado Andlisis conjunto de Alelos O asociados a disminucién de actividad MBL. A/O y O/O asociado a
Seelen et al, 2005 53 . : S h
(Holanda) hombres y mujeres aumento de anti-cardiolipina y anti-C1q.
Takahashir et al, 2005 Japonenes 147 Genotipo B/B asociado a mayor susceptibilidad a LES.
Europeos-americanos
Lee et al, 2005 Caucésicos 96, 85 y meta-analisis  y alemanes. Alelos B, Ly X son factor de riesgo para LES en meta-analisis*.
Hombres v muieres.
Momot et al, 2006 Alemanes 287 No asociacion entre los alelos variantes y el LES.
Font et al. 2006 No indicado 114 Genotipos O/O, X/O y X/X se asocian con diferentes patologias cardiovasculares y
’ (Espafa) con fallo renal crénico y mayor SLICC medio en pacientes con LES.
Bertoli et al, 2006 Cohorte multiétnica 417 Analisis conjunto de Genotipos A/O y O/O asociados a leucopenia, dafio renal y anti-fosfolipido.
de EE.UU. hombres y mujeres
Bultink et al, 2006 No indicado 103 Analisis conjunto de _No asociacion de defecto de MBL con susceptibilidad a LES ni riesgo adicional de
(Holanda) hombres y mujeres infeccion.
. Andlisis conjunto de Niveles bajos de MBL predisponen a los LES a mas infecciones (principalmente
Mok et al, 2007 Chinos 245 hombres y mujeres bacterianas).
Piao et al, 2007 Nortea[r’ler_lcanos 130 Incluye 2 hombres No_asomamon entre MBL y LES. Genotipos A/B y A/C asociados a aumento de
multiétnicos anti-Sm,
. No indicado Incluye 3 con 3 Defecto de MBL no se asocia con aumento de infecciones severas en pacientes
Jonsen et al, 2007 : 143 o
(Suecia) criterios con LES
Jakab et al, 2007 Hangaros 315 Genotipo X/X asociado a diagnostico y desarrollo mas joven, mayor riesgo de

manifestaciones cutaneas y de pleuritis/pericarditis.

* incluye los datos de nuestra publicacion (Garcia-Laorden Ml et al, 2003)
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INFLUENCIA DE LA MBL EN LA INFECCION POR EL
VIH Y LA TUBERCULOSIS EN POBLACION CANARIA

RESUMEN

Antecedentes. La MBL es una lectina sérica que media la fagocitosis y activa el complemento. Su
deficiencia se ha asociado con una susceptibilidad aumentada a enfermedades infecciosas, principalmente
en la infancia. Sin embargo, los alelos no productores de MBL son comunes en la mayoria de las
poblaciones, sugiriendo una ventaja selectiva para estos alelos.

Obijetivo. Determinar si los polimorfismos del gen MBL2 se asocian con la susceptibilidad a la infeccion
por el VIH en poblacién canaria, asi como a una mayor susceptibilidad a padecer TBC.

Materiales y métodos. Hemos analizado la asociacién de los polimorfismos estructurales y de promotor
del gen MBL2 con la infeccidn por el VIH y con TBC en poblacién canaria, incluyendo 615 pacientes VIH
positivos con y sin TBC, 127 pacientes con TBC sin VIH, 142 contactos familiares no infectados de los
pacientes con TBC, y 730 controles sanos.

Resultados. Las frecuencias alélicas y genotipicas del gen MBL2 no difirieron significativamente entre
pacientes con VIH y controles. Los pacientes con VIH con alelos y genotipos de produccion deficiente
presentaron unas edades medias al diagndstico significativamente menores. Los pacientes con VIH que
también tenian TBC presentaron frecuencias de alelos mutados significativamente menores que los
pacientes VIH sin TBC, y menores no significativamente que los controles. Estos pacientes con TBC VIH+
también presentaron menores frecuencias de genotipos insuficientes de MBL que los pacientes VIH sin
TBC vy los controles, aunque estas diferencias no alcanzaron significacion estadistica. Las frecuencias
alélicas y genotipicas del gen MBL2 de los pacientes con TBC sin VIH no difirieron significativamente de
las del grupo control.

Conclusiones. La deficiencia de MBL no parece estar asociada de manera significativa con un mayor
riesgo de infeccion por el VIH, aunque, al menos en nuestros pacientes con VIH, los alelos y genotipos
estructurales portadores de mutacién se asocian débilmente con una menor frecuencia de TBC activa. El
débil papel protector de los alelos mutados y los genotipos estructurales portadores de mutacion frente a la
TBC, junto con el hecho de que esto sélo se observe en individuos co-infectados por el VIH, y no en
aquellos que sélo presentan infeccion por la micobacteria, no apoyan la teoria de seleccion equilibrada en
el caso de la MBL, segun la cual, a pesar de los efectos perjudiciales asociados a la deficiencia de MBL,
los alelos de MBL2 deficientes podrian haber sido seleccionados como consecuencia de su ventaja
selectiva contra patégenos intracelulares, como el M. tuberculosis, aunque si apoyan que dicho defecto

pueda jugar un papel protector frente a TBC en individuos inmunocomprometidos.

95



Capitulo VI

96



MBL en VIHy TBC

INTRODUCCION

La TBC y el VIH/SIDA son la causa principal de muerte por enfermedad
infecciosa en el mundo. Se estima que un tercio de la poblacion mundial esta infectada
por Mycobacterium tuberculosis, aunque solo alrededor de un 10% de los individuos
infectados desarrollan la enfermedad activa (Davies PD y Grange JM, 2001; McShane H,
2003). Entre estos individuos enfermos hay, ademas, variabilidad en el tiempo de curso
de la enfermedad, la gravedad y la distribucién anatomica. La TBC esta causada por el
M. tuberculosis, un patogeno intracelular que sobrevive dentro de los macrofagos. Hay
muchos factores de riesgo bien conocidos, como la edad avanzada, la malnutricion, el
abuso de alcohol, la diabetes y los corticosteroides. Sin embargo, muchos pacientes no
presentan un factor de riesgo obvio. Diversas lineas de estudio han apuntado a un papel
de los genes del hospedador en el control de la resistencia o la susceptibilidad a la TBC.
Por un lado, estan los estudios que demuestran diferencias raciales, con niveles elevados
de resistencia en poblaciones étnicas expuestas a la micobacteria durante generaciones
(Motulsky AG, 1960). Por otro lado, se ha obtenido una demostracién mas directa de
herencia mediante el estudio de gemelos mono vy dicigéticos (Comstock GW, 1978). La
primera evidencia convincente de asociacion genética fue en relacion a los genes de
HLA. Otros genes han sido posteriormente implicados en la susceptibilidad a la TBC,
como ciertas variantes del gen SLC11A1 (antiguamente NRAMP1), una variante del gen
del receptor de la vitamina D (VDR), un polimorfismo del interferon gamma (IFNG), y
polimorfismos de los genes codificantes de ciertas citocinas. Fitness et al (2004) y Fortin
et al (2007) revisan en sendas publicaciones diversos genes asociados. Acerca del papel
de los alelos y genotipos del gen MBL2 en la infeccién y enfermedad por M.
tuberculosis, los estudios previos han mostrado resultados conflictivos (ver relacién de
estudios relevantes en el ANEXO VI.1, al final del capitulo).

En muchas poblaciones gran parte del resurgimiento de la TBC se puede atribuir
a la epidemia de infeccién por el VIH, el cual es el mayor factor de riesgo Unico para la
progresion a TBC activa en adultos (Davies PD y Grange JM, 2001; McShane H, 2003).
De hecho, las personas infectadas por el VIH tienen un riesgo marcadamente elevado
para la TBC primaria 0 su reactivacion (Havlir y Barnes, 1999), siendo la TBC la co-
infeccion méas importante del VIH. Es probable que el M. tuberculosis aumente la
replicacion del VIH induciendo a los macrofagos a producir TNF-a, IL-1 e IL-6 (Havlir
DV y Barnes PF, 1999). Al replicarse el virus en células T CD4+ activadas, la infeccion

por la micobacteria, asi como por otros patdégenos, causaria replicacion y activacion de
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esas células y, por lo tanto, un aumento de la replicacion viral (Pennycook A et al, 2000).
Una vez mas, factores genéticos del hospedador juegan un papel importante en la
susceptibilidad a la infeccion por el VIH y en la progresion a SIDA. Numerosas
investigaciones han sugerido un papel de diversos genes en esta enfermedad, tanto genes
del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), como genes de quimiocinas y de sus
receptores, de defensinas, citocinas, receptores de tipo Toll (TLR) y otros (Lama J y
Planelles V, 2007). Es conocido desde 1989 (Ezekowitz RA et al) la interaccion entre la
MBL y el VIH. Estudios posteriores corroboraron que la unién de la MBL al VIH es
dependiente de los glicanos con alto contenido en manosa de la proteina gp120 de la
envoltura del virus. Un estudio mas reciente (Ying H et al, 2004) sugiere que, in vivo, la
MBL puede afectar al aclaramiento del VIH de la sangre uniéndose al virus y mediando
la captacion por los macrofagos tisulares. Por otra parte, este y otro estudio (Hart ML et
al, 2003) encuentran que los aislados primarios de VIH son resistentes a la neutralizacion
por la MBL. Los resultados del estudio de Hart et al (2003) también sugieren que, el
tratamiento de los pacientes con drogas que alteran la glicosilacion, puede resultar en una
destruccion incrementada o aclaramiento del VIH por la MBL. La cuestion que sigue sin
estar clara es porqué la union de la MBL a la gp120 no resulta en una neutralizacion
eficiente.

Por motivos ya descritos a lo largo del presente estudio, se ha sugerido que los
bajos niveles séricos de MBL pueden estar relacionados con alguna ventaja bioldgica
(Garred P et al, 1994; Ezekowitz RA, 2003; Casanova JL y Abel J, 2004). Al estudiar
pacientes infectados por micobacterias, resulta de interés la hipdtesis que sugiere que, los
bajos niveles de MBL, pueden conferir una ventaja selectiva contra la infeccién por
patdgenos intracelulares (Garred P et al, 1994; Ezekowitz RA, 2003).

En este estudio hemos analizado la asociacion de los alelos y genotipos del gen
MBL2 con la susceptibilidad a infeccién por el VIH y el M. tuberculosis, y con el
desarrollo de TBC activa, tanto en pacientes con VIH como sin él.

MATERIALES Y METODOS
Pacientes y controles.

La poblacion de pacientes con VIH incluye 615 pacientes espafioles infectados
por el VIH atendidos en el Hospital Universitario de Gran Canaria “Dr. Negrin” entre
1998 y 2002 (38,84 + 10,01 afios, 18,54% mujeres). Ciento seis de estos pacientes
también fueron diagnosticados de TBC (VIH-TBC) (39,96 + 8,53 afos, 15,09%
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mujeres), mientras que 414 no padecieron TBC (VIH no TBC) (39,18 + 9,45 afios,
19,08% hombres). En 95 individuos el dato de TBC no estaba disponible. La poblacion
con TBC sin VIH incluye 127 pacientes espafioles con TBC (42,10 + 15,88 afios, 40.95%
mujeres) diagnosticados en Gran Canaria entre 1998 y 2001, los cuales tenian
confirmacion bacteriolégica mediante cultivo y microscopia. Los archivos médicos
fueron revisados para obtener los datos demograficos y epidemioldgicos, incluyendo la
edad al diagnostico, el sexo y el o los factores de riesgo para infeccion por VIH (tabla
VI1.1). El grupo control lo formaron 730 individuos sanos espafioles no relacionados entre
si, los cuales fueron voluntarios en el Hospital Universitario de Gran Canaria Dr. Negrin
(grupo de poblacion canaria descrito en el apartado 1 del capitulo I11). La edad media de
este grupo control fue de 35,40 + 10,68 afios (56,71% mujeres). Ademas, se analizaron
142 contactos familiares de los pacientes con TBC (40,68 + 16,20 afios, 70,92%
mujeres). En base a la prueba cutanea de la tuberculina (TST), 73 de estos contactos
estaban infectados con M. tuberculosis, mientras que 69 de ellos no lo estaban. EI TST se
realizd mediante la prueba de Mantoux, usando 2 UT (unidades de tuberculina) de RT-23
(Staten Serum Institut, Copenhagen, Dinamarca), siendo medidos los didmetros de
induracion 48 horas después. Los sujetos se clasificaron como tuberculin-positivos si
tenian una induracion mayor de 5 mm. Ni los pacientes ni los contactos familiares habian

sido vacunados previamente con el bacilo de Calmette-Guérin.

Tabla VI.1. Caracteristicas clinicas de los pacientes con VIH.

. - Frecuencia® IndiVidldOS
Caracteristicas clinicas total
Edad media 38,84 613
Via de transmision
Sexual 364 (59,17) 615
ADVP 133 (21,63) 615
Sexual y ADVP® 64 (10,41) 615
Hemofilia/transfusion 23 (3,74) 615
Hijo de madre VIH" 7 (1,14) 615
Accidente sanitario 1(0,16) 615
Desconocida 23 (3,74) 615
Tuberculosis 106 (20,38) 520
Mantoux positivo 74 (20,05) 369

% Los valores son el nimero (%), excepto para la edad, que es la media en afios.
® Numero de individuos con dato valido para la caracteristica analizada.

¢ ADVP: adiccién a drogas por via parenteral.
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Anélisis genético.

La extraccion del ADN asi como el genotipaje se realizaron tal como se describe
en el capitulo I11.
Anélisis estadistico.

Para comparar la distribucién de las frecuencias alélicas y genotipicas del gen
MBL2 para dos grupos, se empled la prueba de Chi-cuadrado, o el test exacto de Fisher
cuando fue necesario. El riesgo de enfermedad asociado con los genotipos MBL2 como
factor genético se estimd usando el célculo del odds ratio (OR) con un intervalo de
confianza (I1C) del 95%.

Se emplearon los test de Kruskal-Wallis o Mann-Withney para comparar las
diferencias de medias de la edad al diagnostico de la infeccion por VIH en relacién con
los genotipos MBL2.

(Para una descripcion més detallada del anéalisis estadistico ver el apartado 6 del
capitulo 111).

RESULTADOS
Distribucion de los polimorfismos del gen MBL2 en controles sanos y pacientes con
VIH.

No se encontraron diferencias significativas al comparar las frecuencias de los
genotipos estructurales entre los pacientes con VIH y los controles (tabla V1.2). Tampoco
al tener en cuenta los polimorfismos del promotor, donde observamos un aumento no
significativo de los genotipos insuficientemente productores (XA/O + O/O) en los
controles respecto a los pacientes con VIH (17,12% vs. 13,66% respectivamente; p =
0,095, OR = 0,77, IC 95% 0,56-1,04) (tabla VI.2). Las frecuencias genotipicas se
encontraban en equilibrio de Hardy-Weinberg en ambos grupos.

Para averiguar si un aumento en la mortalidad asociado a los genotipos XA/O y O/O
podria relacionarse con las bajas frecuencias de estos genotipos observadas en nuestra
poblacién con VIH, analizamos s6lo aquellos 173 pacientes con VIH diagnosticados
durante el periodo del estudio. No se encontraron diferencias significativas en las
frecuencias alélicas ni genotipicas entre los controles y estos 173 pacientes con VIH.

Para excluir un sesgo debido a las practicas de riesgo para la transmision del VIH,
los pacientes con VIH fueron agrupados y comparados en base a dichas practicas. No se

observaron diferencias significativas entre los distintos grupos.
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Tabla VI.2. Comparacion de las frecuencias alélicas y genotipicas del gen MBL2

entre 615 pacientes con VIH y 730 individuos de poblacion control.

Alelos y genotipos MBL2 Controles VIH

Alelos estructurales

A total 1.089 (74,59) 938 (76,26)
O total 371 (25,41) 292 (23,74)
Genotipos
A/A total 407 (55,75) 352 (57,24)
YAIYA 232 (31,78) 201 (32,68)
XAIYA 153 (20,96) 127 (20,65)
XAIXA 22 (3,01) 24 (3,90)
A/O total 275 (37,67) 234 (38,05)
YA/O 198 (27,12) 179 (29,11)
XA/O 77 (10,55) 55 (8,94)
O/O total 48 (6,58) 29 (4,72)
A/O + O/O 323 (44,25) 263 (42,76)
A/A + YA/O 605 (82,88) 531 (86,34)
XA/O + O/O 125 (17,12) 84 (13,66)

Los valores son el niumero de individuos (%).
A designa el alelo salvaje y O designa los alelos mutados B, C y D.
Ninguna de las comparaciones mostro diferencias estadisticamente

significativas.

Rangos de edad al diagnostico y mortalidad de los pacientes con VIH respecto al
genotipo de MBL2.

La edad media al diagnostico de infeccion por el VIH fue significativamente
mayor en relacién a los alelos A que a los O (33,04 + 11,53 afios vs. 30,76 + 10,75
respectivamente, p = 0,034) (figura VI.1A). Lo mismo se observd en pacientes con
genotipos A/A respecto a aquellos con genotipos A/O o0 O/O (34,4 + 11,7 afos vs. 31,5 +
10,5 respectivamente; p = 0,022) (figura VI.1A). Ademas, se observo una tendencia no
significativa hacia una menor edad media al diagnostico de la enfermedad en relacion al
namero de alelos no productores presentes: edad media de 34,4 + 11,7 afios para los
genotipos A/A, 31,6 + 10,3 afios para los genotipos A/O, y 30,9 + 11,9 afios para los
genotipos O/O (p = 0,071), aunque la diferencia entre los genotipos A/A y A/O si fue
significativa (p = 0.030) (figura VV1.1B). De igual modo, la diferencia observada entre los
genotipos A/A + YA/O y X/O + O/O no fue significativa (32,74 + 11,52 vs. 31,01 + 10,47
respectivamente) (figura VI1.1C).
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Figura VI.1. Edades medias al diagnoéstico de VIH en funcién de los

alelos y genotipos del gen MBL2.

Cuando evaluamos el riesgo de muerte observamos que 18 (5,1%) pacientes de
los 352 con genotipo A/A, 8 (4,5%) de los 179 pacientes YA/O, y 1 (1,2%) de los 84
pacientes con genotipo XA/O o O/O, murieron entre 1998 y 2004. Estas diferencias no
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alcanzaron significacion estadistica. Hallazgos similares se observaron al analizar solo
los 7 pacientes fallecidos que habian sido diagnosticados después de 1998: 6 (6,1%) de
los 98 pacientes A/A, 1 (1,9%) de los 54 pacientes con genotipos YA/O y ninguno de los
21 pacientes con genotipo XA/O o O/O.

Polimorfismos del gen MBL2 y susceptibilidad a TBC en pacientes con VIH.

Cuando se tuvo en cuenta la TBC en los pacientes con VIH y se compararon las
frecuencias alélicas y genotipicas del gen MBL2 entre los tres grupos de individuos
(controles, pacientes VIH-TBC y pacientes VIH no TBC), encontramos que la
distribucion general de la frecuencia de los alelos O no diferfa significativamente (y* =
4,97, 2 grados de libertad; p = 0,083), como tampoco lo hacia la frecuencia de los
genotipos XA/O + O/O (x? = 3,85, 2 grados de libertad; p = 0,146) (tabla V1.3). Por otra
parte, el analisis de los alelos O entre los grupos mostr6 una frecuencia menor de estos
alelos en pacientes VIH-TBC en comparacion con controles (p = 0,033, OR = 0,66, IC
95% 0,45-0,96), asi como con pacientes VIH no TBC, aunque esta Gltima diferencia no
alcanzo significacion estadistica (p = 0,054, OR= 0,68, 95% IC 0,45-1,01). Los pacientes
VIH-TBC también presentaron frecuencias menores, aunque no significativamente, de
genotipos XA/O + O/O que los controles (p = 0,106). El porcentaje de individuos con
genotipos insuficientes también fue menor en pacientes VIH-TBC que en los pacientes
VIH no TBC, aunque esta diferencia no alcanzé significacion estadistica. Ademas, se
encontr6 una menor frecuencia, de nuevo no significativa, de genotipos portadores de al
menos un alelo O (A/O + O/O) en pacientes VIH-TBC que en los VIH no TBC (p =
0,066, OR = 0,64, IC 95% 0,40-1,03) y en los controles (p = 0,058, OR = 0,65, IC 95%
0,41-1,01).

Polimorfismos del gen MBL2 y susceptibilidad a TBC en pacientes sin VIH.

En un grupo de 127 pacientes con TBC negativos para el VIH observamos una
frecuencia menor de alelos O, asi como de genotipos bajo o nulo productores, que en el
grupo de controles, aunque estas diferencias no alcanzaron significacién estadistica (tabla
V1.4). Las frecuencias genotipicas se encontraban en equilibrio de Hardy-Weinberg en

ambos grupos.
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Tabla VI.3. Comparacion de las frecuencias alélicas y genotipicas del gen MBL2 entre pacientes

con VIH con y sin tuberculosis (VIH-TBC y VIH no TBC respectivamente) y poblaciéon control. A,

frecuencias alélicas y genotipicas observadas del gen MBL2. B, andlisis estadistico de las

principales diferencias de las frecuencias alélicas y genotipicas entre los distintos grupos de A.

A.
. Controles VIH-TBC VIH no TBC
Alelos y genotipos MBL2 (N = 730) (N = 106) (N = 414)
Alelos estructurales
A total 1.089 (74,59) 173 (81,60) 621 (75,00)
O total 371 (25,41) 39 (18,40) 207 (25,00)
Genotipos
A/A total 407 (55,75) 70 (66,04) 230 (55,56)
YAIYA 232 (31,78) 39 (36,79) 137 (33,09)
XAIYA 153 (20,96) 23 (21,70) 79 (19,08)
XAIXA 22 (3,01) 8 (7,55) 14 (3,38)
A/O total 275 (37,67) 33 (31,13) 161 (38,89)
YA/O 198 (27,12) 25 (23,58) 124 (29,95)
XA/O 77 (10,55) 8 (7,55) 37 (8,94)
O/O total 48 (6,58) 3(2,83) 23 (5,56)
A/O + O/O 323 (44,25) 36 (33,96) 184 (44,44)
A/A + YA/IO 605 (82,88) 95 (89,62) 354 (85,51)
XAJO + 0/O 125 (17,12) 11 (10,38) 60 (14,49)
B.
p
OR (IC 95%)
genotipos genotipos
alelos O A/O + O/O X/O + 0/0
Controles 0,083 0,120 0,146
vs. VIHno TBC 4.97 424 3.85
vs. VIH-TBC ! ! '
V\'I': no TBC 0,054 0,066 0,346
VIH;TBC 0,68 (0,45-1,00) 0,64 (0,40-1,03) 0,68 (0,31-1,38)
C\?Sn”o'es 0,033 0,058 0,106
VIH;TBC 0, 66 (0,45-0,96) 0,65 (0,41-1,01) 0,56 (0,26-1,09)
C\f’s””c"es 0,867 0,998 0,281
VIH no TBC 0,98 (0,80-1,20) 1,01 (0,78-1,29) 0,82 (0,58-1,16)

Los valores son el nimero de cromosomas (%) para los alelos, y el nimero de individuos (%) para

los genotipos.

A designa el alelo salvaje y O designa los alelos mutados B, C y D.
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Tabla VI.4. Frecuencias alélicas y genotipicas del gen MBL2 en 127 pacientes con

tuberculosis (negativos para el VIH) y 730 individuos de poblacién control.

Alelos y genotipos MBL2 Controles TBC

Alelos estructurales

A total 1.089 (74,59) 194 (76,38)
O total 371 (25,41) 60 (23,62)
Genotipos
A/A total 407 (55,75) 74 (58,27)
YA/IYA 232 (31,78) 41 (32,28)
XAIYA 153 (20,96) 25 (19,69)
XAIXA 22 (3,01) 8 (6,30)
A/O total 275 (37,67) 46 (36,22)
YA/O 198 (27,12) 34 (26,77)
XA/IO 77 (10,55) 12 (9,45)
0/O total 48 (6,58) 7 (5,51)
A/O + O/O 323 (44,25) 53 (41,73)
A/A + YAIO 605 (82,88) 108 (85,04)
XA/O + O/O 125 (17,12) 19 (14,96)

Los valores son el nimero de cromosomas (%) para los alelos, y el nimero de individuos
(%) para los genotipos.

A designa el alelo salvaje y O designa los alelos mutados B, Cy D.

Ademas, analizamos un grupo de 142 contactos familiares de estos pacientes con
TBC. No encontramos ninguna diferencia significativa entre los contactos y los pacientes
con TBC, ni con el grupo control, asi como tampoco cuando realizamos la comparacion
separando el grupo de contactos en infectados (73 individuos) y no infectados (69

individuos) en base a la prueba cutanea de la tuberculina.

DISCUSION

El presente estudio aporta evidencias de que los alelos y genotipos de produccion
insuficiente de MBL no son un factor de riesgo para la infeccion por el VIH en nuestra
poblacion. Por el contrario, nuestros datos de 615 pacientes espafioles infectados por el
VIH atendidos en nuestro hospital entre 1998 y 2002, muestran incluso una mayor
frecuencia de los genotipos de produccion insuficiente de MBL en el grupo control que
en el de pacientes con VIH, si bien esta diferencia no es significativa.

Los datos previos sobre la influencia de la MBL en la susceptibilidad a infeccion
por VIH y la progresion de la enfermedad son controvertidos. Se ha demostrado en
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estudios in vitro que la MBL puede unirse de manera eficiente a la glicoproteina gp-120
de la envoltura del VIH-1 (Ezekowitz RA et al, 1989). Esta observacion ha llevado a
sugerir que los niveles séricos bajos podrian resultar en una susceptibilidad aumentada de
la infeccion por VIH. Ademas, se ha mostrado que la MBL podria inhibir la infeccion
por VIH de las células T mediada por DC-SIGN, una lectina de uniéon a manosa presente
en células dendriticas que actta en el reconocimiento e internalizacién de los patégenos
(Ji X et al, 2005).

Sin embargo, el papel del complemento en la infeccién del VIH es complejo. El
complemento puede inducir virolisis del VIH in vitro, aunque su eficacia in vivo no esta
clara (Sullivan BL et al, 1996; Stoiber H et al, 2001). En contraste, la infectividad del
VIH in vitro puede ser aumentada por la opsonizacion mediada por complemento. En
este sentido, se ha visto que el VIH es relativamente resistente in vitro a la neutralizacion
por los niveles de MBL presentes normalmente en suero, mientras que la MBL opsoniza
al VIH eficientemente para su captacion por las células monociticas (Ying H et al,
2004). Es posible que la activacion del complemento sea mas relevante a determinadas
concentraciones del virus, o en distintos estados del ciclo de vida del VIH o de la
enfermedad (Stoiber H et al, 1997). Asi, el efecto general del complemento en la
infeccion por el VIH puede ser un equilibrio entre un efecto positivo y negativo para el
hospedador, el cual puede variar entre distintos individuos y poblaciones dependiendo de
factores ambientales particulares y variaciones alélicas en otros genes implicados en la
respuesta inmunoldgica (Ezekowitz RA, 2003). Estas diferencias podrian explicar
parcialmente la disparidad de resultados obtenidos hasta la fecha. También es posible que
algunos estudios poblacionales no tengan el suficiente poder estadistico para detectar el
impacto o no de la deficiencia de MBL en la infeccion por el VIH.

Otro dato interesante son las menores edades al diagndstico de VIH encontradas
en nuestro estudio en asociacion con los alelos y genotipos variantes de MBL2. Estos
resultados parecen apoyar un papel de la deficiencia de MBL en la infeccion por el VIH.
Sin embargo, también podrian estar reflejando un aumento de susceptibilidad a otras
enfermedades infecciosas que llevan a un diagnostico temprano de la infeccion por el
VIH en pacientes deficientes de MBL (Garred P et al, 1997; Hundt M et al, 2000). La
deficiencia de MBL no se asocio con mortalidad aumentada en nuestros pacientes con
VIH.

También hemos analizado el papel de los polimorfismos del gen MBL2 en la

susceptibilidad a TBC. La MBL reconoce residuos de manosa sobre la superficie de las
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micobacterias (Polotsky VY et al, 1997). Mediante la unidon a receptores sobre la
superficie de los fagocitos y la generacion de opsoninas derivadas de complemento
(Petersen SV et al, 2001), la MBL puede ayudar a la micobacteria a invadir la célula
hospedadora (Garred P et al, 1994; Polotsky VY et al, 1997). Para averiguar si los
polimorfismos de MBL2 juegan un papel en la susceptibilidad a TBC, realizamos dos
estudios. Primero, al comparar los pacientes VIH-TBC frente a controles y a pacientes
VIH sin TBC, observamos un descenso no significativo de aquellos genotipos que
portaban al menos un alelo O (genotipos XA/O, YA/O y O/O) en el grupo VIH-TBC.
Segundo, en nuestro estudio de 127 pacientes espafioles con TBC sin VIH, la
disminucion que observamos de genotipos insuficientes (XA/O + O/O) en comparacion a
los controles no fue significativa. Las diferencias observadas entre ambos estudios
pueden estar relacionadas con el hecho de que el riesgo de TBC esta muy incrementado
cuando hay infeccion por VIH (Davies PD y Grange JM, 2001). Asi, los factores de
riesgo para el desarrollo de TBC pueden hacerse méas significativos en pacientes
infectados por VIH. Diversos autores apoyan que la predisposicion a infeccion asociada
al defecto de MBL, se hace mas evidente en el contexto de otro defecto inmunoldgico, ya
sea por una inmunodeficiencia primaria, o secundaria (como es el caso del SIDA), o
durante el periodo de vulnerabilidad en la infancia temprana, o bien en individuos
inmunocomprometidos por quimioterapia. Lo mismo podria suceder para el caso de un
mayor riesgo de TBC asociado, no a genotipos insuficientes de MBL, sino a genotipos
suficientes.

Nuestros hallazgos estan de acuerdo con estudios previos en pacientes con TBC
(Garred P et al, 1997b; Bellamy R et al, 1998; Soborg C et al, 2007). Por el contrario, un
estudio ha sefialado que los homocigotos mutados estan asociados a una mayor
susceptibilidad a TBC pulmonar en la India (Selvaraj P et al, 1999). Un estudio en 59
pacientes blancos de Dinamarca con TBC (Soborg C et al, 2003) ha observado que los
genotipos de baja produccién XA/O, pero no otros genotipos, se asocian con proteccion
frente a TBC clinica. Se pueden proponer muchas causas para estas discrepancias entre
nuestro estudio y este, el otro Unico estudio llevado a cabo en poblacion europea. En
primer lugar, se ha sugerido durante mucho tiempo que multiples factores ambientales y
genéticos del hospedador, asi como las interacciones de estos factores, estan relacionados
con la infeccion micobacteriana, asi como con la progresion desde enfermedad latente a
TBC (Bellamy R et al, 2000; Davies PD y Grange JM, 2001; Lienhardt C et al, 2003).

Ademas, se ha visto que la asociacion entre polimorfismos genéticos y la susceptibilidad
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a TBC puede diferir en funcion del origen étnico (Delgado JC et al, 2002). En segundo
lugar, las diferencias en las consecuencias clinicas y epidemioldgicas de la infeccién con
M. tuberculosis también estan relacionadas con la variabilidad genética de la bacteria
(Kato-Maeda M et al, 2001; Lopez B et al, 2003). Diferencias dependientes de la cepa en
los oligosacéridos de superficie entre cepas prevalentes de M. tuberculosis en distintas
poblaciones pueden conducir a diferencias en los niveles 6ptimos de MBL asociados con
proteccién contra TBC (Schlesinger LS, 1993; Cywes C et al, 1997). En este sentido, una
cepa del genotipo Beijing, mas virulenta y con mayor transmisibilidad que otras cepas de
M. tuberculosis, fue introducida en nuestra poblacién hace unos 15 afios, convirtiéndose
en el genotipo mas comun en la isla (Caminero JA et al, 2001; Pena MJ et al, 2003).

Los factores genéticos contribuyen no solo a la susceptibilidad a la enfermedad,
sino también a diferencias en la susceptibilidad del hospedador a la infeccion (Lienhardt
C et al, 2003). Nosotros analizamos los polimorfismos del gen MBL2 en contactos
familiares de nuestros pacientes con TBC sin VIH. Ni los contactos infectados
(positividad para el TST) ni los no infectados (TST negativo) mostraron diferencias
significativas en comparacion con los controles o el grupo de pacientes con TBC,
sugiriendo que la MBL no se asocia con la proteccion frente a la transmision directa,
aungue serian necesarios estudios mas amplios para corroborar este resultado.

La isla de Gran Canaria es una comunidad reciente, con una migracién de
poblacién relativamente restringida, y con una de las mayores incidencias de TBC de la
Europa occidental (Caminero JA et al, 2001b; Pena MJ et al, 2003) y una de las mayores
frecuencias de los alelos O del gen MBL2 de las poblaciones euroasiaticas descritas hasta
el momento. De manera similar a la seleccion equilibrada observada para la anemia
falciforme y su correlacion positiva con la incidencia de malaria (Haldane JBS, 1949),
los polimorfismos del gen MBL2 podrian haber sido mantenidos en una frecuencia
elevada por un equilibrio de fuerzas selectivas positivas y negativas. Las enfermedades
infecciosas han sido las principales fuerzas selectivas que han afectado a la seleccion
natural durante los pasados 5.000 afios (Haldane JBS, 1949). La deficiencia de MBL
predispone, de una manera no mendeliana, a infecciones recurrentes en la infancia
(Petersen SV et al, 2001; Casanova JL y Abel J, 2004). La frecuencia elevada de alelos
variantes de MBL2 encontrada en la mayoria de las poblaciones, principalmente en
poblaciones subsaharianas, podria entonces ser sorprendente, porque las infecciones son
una causa frecuente de muerte prematura en Africa, como ocurrié también en Europa en

la época pre-antibidtica. Por otro lado, la actual pandemia de TBC probablemente se
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origind en Europa hace 200 afios, causando una elevada proporcion de muertes (Wright
AF et al, 1999). Por lo tanto, esperariamos que el M. tuberculosis hubiera ejercido una
presion selectiva favoreciendo aquellos polimorfismos genéticos que confieren
resistencia contra la infeccion o la enfermedad activa. Asi, a pesar de su efecto negativo
en la susceptibilidad a la infeccion, los alelos deficientes de MBL se habrian
seleccionado en distintas poblaciones como consecuencia de su ventaja selectiva frente a
patogenos intracelulares, como el M. tuberculosis. Sin embargo, los resultados del

presente estudio no arrojan demasiada luz a este respecto.

Los genes de infeccion y susceptibilidad pueden ser tan numerosos, y sus
interacciones tan variadas y dependientes del contexto (patdgeno y ambiente) que puede
ser que haya un grupo de alelos de susceptibilidad a enfermedad para cada poblacion
(Wright AF et al, 1999). Esto puede hacer a cada gen contribuyente mas dificil de
identificar, y hacer esenciales estudios mayores en distintas poblaciones. Nuestro estudio,
realizado en el mayor grupo de pacientes con VIH hasta la fecha para polimorfismos del
gen MBL2, indica que la insuficiencia de MBL no es un factor de riesgo frente a la
infeccion por VIH en nuestra poblacion. Por otra parte, los genotipos de MBL
insuficientes parecen ser un factor débil de proteccion frente a TBC, pero s6lo cuando
otros factores para predisposicion a TBC, como la infeccion por VIH, estan presentes.
Estos resultados no respaldan rotundamente la teoria de seleccion equilibrada para el
caso de la MBL, pero si apoyan que el defecto de esta proteina pueda jugar un papel en
individuos inmunocomprometidos. Queda asi bierta la posibilidad de un papel menor del
gen en la susceptibilidad a la TBC, de modo dicho que papel s6lo es detectable cuando

concurre otro factor (como la infeccion por VIH, en este caso).

Las diferencias observadas en el presente estudio respecto a nuestro estudio previo
(Garcia-Laorden M et al, 2006), se deben a dos cuestiones. La primera es el aumento del
tamafo de la poblacién de controles. La segunda es el empleo en la publicacion del afio
2006 de valores de p sin correccion (32 de Pearson), una préctica relativamente habitual,
y que se hacia constar con toda claridad en el correspondiente apartado de materiales y
métodos. Ambas modificaciones en el presente estudio le aportan una mayor

representabilidad y robustez a los resultados obtenidos.
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ANEXO VI.1. Publicaciones mas relevantes sobre la asociacion entre polimorfismos del gen MBL2 y el VIH y la tuberculosis (TBC).

Autor, afio Poblacion N° pacientes Caracteristicas Hallazgos
Nielsen SL et al, 1995 Danesa 80 VIH No asociacién de los niveles de MBL con infeccién por VIH ni progresion de SIDA.
VIH. Mayor porcentaje de O/O en VIH+ que en controles. Supervivencia menor tras diagnéstico de
Garred P et al, 1997 Danesa 96 Hombres homosexuales SIDA de los A/O+0O/0.
. 173 VIH VIH con (150) y sin TBC. Mayor porcentaje de defecto de MBL en VIH+ que en controles; no diferencia TBC sin VIH
Garred P etal, 1997b Tanzania 94 TBC TBC vs. controles. Mayores niveles en TBC sin VIH que en VIH y controles.
Prohaszka Z et al, 1997 No'lndlcado 67 VIH Menor concentracién MBL en VIH+ que en controles.
(Hangara)
Pastinen T et al, 1998 Finlandesa zoi(:%;assos * VIH Mayor porcentaje de O/O en VIH+ que en controles.
No indicado VIH. Lo
Maas J et al, 1998 (Holanda) 131 Hombres homosexuales No significativo.
McBride MO et al, 1998 Inglesa 138 VIH. o No_asomz_af:lon de cpncentramon ni genotipos con progresion de la enfermedad. Mayor tasa
12% no caucésicos de infeccién bacteriana en A/A.
Amoroso A et al, 1999 No '4”d'°ad° 52 V":' s . Asociacion del alelo B con progresion rapida a SIDA.
(Iltaliana) Nifios (transmision vertical)
. . VIH. . . . . L. L.
Boniotto M et al, 2000 Italiana 90 Nifios (transmisién vertical) Papel del polimorfismo H/L en el riesgo de infeccién por VIH y la progresion a SIDA.
Malik S et al, 2003 Colombiana 138 VIH No asociacion del defecto de MBL con susceptibilidad a VIH.
) ) 188 VIH VIH. Correlacién entre prevalencia de alelos O e incidencia TBC. Asociacion del alelo C con
Mombo LE et al, 2003 Africana subsahariana g2 TBC TBC susceptibillidad a VIH.
Boniotto M et al, 2003 Brasilefia 114 V":' o Mayor frecuencia de O en VIH+ que en controles. Mayor frecuencia de A/A en controles.
Nifios. Mezcla étnica.
Lian YC et al, 2004 Brasilena 127 V":' I . La MBL no es un factor de riesgo de infeccién por VIH.
Nifios (transmision vertical)
Vallinoto ACR et al, 2005 Brasilefia 145 VIH B/B es mas frecuente en VIH+ que en controles y A/D es el mas frecuente en controles.
Bellamy R et al, 1998 Gambia 397 TBC Asociacién débil entre el alelo C y la resistencia a TBC
Hoal-Van Helden EG et al, 1999 Sudafricana 01464 TBC Disminucion del alelo B en TBC pulmonar y meningitis tuberculosa. Menor concentracion de
MBL en controles.
Selvaraj P et al, 2000 Indd 202 TBC Mayor porcentaje de O/O en TBC pulmonar que en controles.
Soborg C et al, 2003 Rgmdentes en 109 TBC. Menor frecuencia de genotipos MBL de baja produccién en blancos con TBC.
Dinamarca Blancos y no blancos
. . TBC. . .
El Sahli HM et al, 2004 Estadounidense 487 De 3 origenes étnicos Mayor frecuencia de alelo B en afroamericanos con TBC.
Soborg C et al, 2007 Tanzania 443 TBC No asociacién de polimorfismos estructurales de MBL con TBC.
151 VIH, 109 VIH y VIH. Mayor frecuencia de O/O en TBC no VIH que en controles. Mayor porcentaje de YA/YA en
Alagarasu K et al, 2007 Indd TBC, 148 TBC, 146 TBC. VIH con TBC que en controles. Menor frecuencia de X/X e YA/YO en VIH con TBC que en
controles VIH con TBC controles y que en VIH no TBC.
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MBL en NAC

RELEVANCIA DE LA LECTINA DE UNION A MANOSA
(MBL) EN LA SUSCEPTIBILIDAD, SEVERIDAD Y
PRONOSTICO DE LA NEUMONIA ADQUIRIDA EN LA
COMUNIDAD

RESUMEN.

Antecedentes. La NAC es la causa principal de muerte por infeccién en los paises desarrollados. La MBL
media la fagocitosis y activa la VL de activacién del sistema del complemento. Su defecto es una
inmunodeficiencia primaria comin cuya penetrancia clinica genera controversia.

Objetivos. Determinar si los polimorfismos del gen MBL2 se asocian con la susceptibilidad a padecer
NAC en poblacién espafiola, asi como a una mayor gravedad y un peor pronéstico de la enfermedad.
Materiales y métodos. Hemos analizado polimorfismos estructurales y de promotor del gen MBL2 en 848
pacientes con NAC, asi como en 1.447 controles sanos y un grupo control de 519 pacientes sin
enfermedades infecciosas relevantes. La gravedad y el prondstico fueron evaluados en un estudio
prospectivo de los 848 pacientes.

Resultados. Encontramos frecuencias similares de los alelos y genotipos del gen MBL2 en pacientes y
controles. Sin embargo, tanto en analisis bivariante como multivariante, la insuficiencia de MBL se asoci6
significativamente con el desarrollo de las formas mas severas de sepsis, fallo respiratorio agudo,
disfuncion multiorgénica, ingreso en la unidad de cuidados intensivos y muerte.

Conclusiones. Nuestro amplio estudio sugiere que la MBL juega un papel redundante en las defensas
humanas frente a la infeccion primaria en adultos con NAC, pero proporciona, por primera vez, evidencias
de que la insuficiencia de MBL predispone a una mayor gravedad y un peor desenlace de la NAC,

independientemente de los microorganismos causantes.
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INTRODUCCION

La NAC sigue siendo la causa principal de muerte por enfermedad infecciosa en
los paises desarrollados. La incidencia de NAC es mayor en aquellos pacientes menores
de cinco afios de edad y en la vejez (Mandell LA et al, 2007). Muchos microorganismos
pueden ser el agente causante de la NAC, siendo el S. pneumoniae la causa mas comun
(Mandell LA et al, 2007). La severidad de la NAC varia ampliamente, desde un proceso
leve y autolimitado hasta el shock septico (ShS), el fallo multiorganico (FMO), e incluso
la muerte y, a pesar de los efectivos tratamientos antimicrobianos existentes, la tasa de
mortalidad en los pacientes hospitalizados oscila entre el 2 y el 30% (Liu J et al, 2005).
La presentacion clinica de la NAC, asi como su evolucién, son el resultado de una
interaccion compleja entre los distintos factores relacionados, tanto con el
microorganismo causante de la enfermedad, como con la intervencion terapéutica y con
factores dependientes del hospedador. Las variables relacionadas con el patégeno y con
la adecuacidn de la intervencion terapéutica han sido ampliamente estudiadas, y pueden
explicar en parte la heterogeneidad que existe tanto en la predisposicién a la infeccién
como en la posterior respuesta frente a ella. Por otra parte, la variabilidad genética que
afecta a la respuesta del hospedador, también puede influir en la susceptibilidad a la
infeccion, asi como en la gravedad y el prondstico de ésta.

Estudios epidemioldgicos han sugerido que el defecto de MBL es un factor débil
de susceptibilidad para enfermedades infecciosas, estando su papel ain en debate (Yang
IA et al, 2003; Garred P et al, 2003; Nuytinck L y Shapiro F, 2004; Casanova JL y Abel
J, 2004).

En el presente estudio hemos analizado el significado de la variabilidad del gen
MBL2 en la susceptibilidad a y en la gravedad y progresion de la NAC en un amplio

grupo de adultos.

MATERIALES Y METODOS
Pacientes y controles.

Se estudiaron de manera prospectiva 848 pacientes espafioles con NAC
hospitalizados en tres hospitales espafioles (Hospital Universitario de Gran Canaria “Dr.
Negrin”, Hospital Universitario de la Princesa (Madrid) y Hospital Clinico Universitario
de Valencia). La edad media de los pacientes fue de 65,11 + 17,54 afos, siendo la
proporcion de hombres y mujeres 65,6 / 34,4%.
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El diagnéstico de neumonia se basdé en la presencia de signos y sintomas
sugerentes de infeccion de vias aéreas inferiores en el ingreso, junto con la aparicion de
evidencia radiologica de infiltrado pulmonar nuevo que carece de otra causa conocida.
Pacientes con inmunosupresion grave definida, como inmunodeficiencias primarias
clasicas, neutropenia grave, infeccion por el VIH, transplante de médula 6sea o de érgano
solido, o tratado con inmunosupresores, y pacientes con TBC, neumonia obstructiva
causada por neoplasia 0 neumonia como evento terminal de enfermedad crénica y
progresiva, fueron excluidos del estudio.

Quinientos diecinueve pacientes espafioles procedentes de los mismos hospitales,
sin historia previa o presente de enfermedad infecciosa relevante, no relacionados entre
si, y apareados por edad (61,41 + 14,12 afios) y sexo (171 mujeres, 32,95%) sirvieron
como grupo control (denominados “controles pacientes”). Ademas, se empled un grupo
control sano de 1.447 individuos voluntarios sanos no relacionados (40,30 * 14,72 afios,
51,2% mujeres) (formado por los grupos de poblacion de Gran Canaria, Madrid y
Valencia descritos en el apartado 1 del capitulo I11).

Sepsis, sepsis grave (SG), ShS y FMO se definieron usando los criterios del
“American College of Chest Physicians/Society of Critical Care Medicine” (Bone RC et
al, 1992). El indice de gravedad de la neumonia (IGN) se midié mediante la escala de
Fine (Fine MJ et al, 1997). El fallo respiratorio agudo se defini6 como una saturacién de
oxigeno menor del 90% en aire ambiente, o una PaO, menor de 60 mmHg. El sindrome
de distrés respiratorio agudo (SDRA) se definié usando los criterios de la “American
European Consensus Conference Definition” (Bernard GR et al, 1994).

Analisis genético.
La extraccion del ADN asi como el genotipaje se realizaron tal como se describe

en el capitulo I11.

Anélisis estadistico.

Las comparaciones de la distribucién de los genotipos MBL2 en funcién de la
susceptibilidad, gravedad y progresion o resultado final, se realizaron mediante el test de
Chi-cuadrado, o el test exacto de Fisher cuando fue necesario, calculandose los OR con
un IC del 95%. La relacion entre la gravedad o el pronéstico y los genotipos se evalud
también mediante modelos de regresién logistica binarios, incluyéndose la edad, el sexo,

el hospital de origen y las comorbilidades como variables independientes. El agente
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etioldgico de la NAC se incluyé como variable independiente en algunos analisis. Las
tasas de supervivencia se estimaron mediante el método de Kaplan-Meier, y su
comparacion en relacion a los genotipos se realizd con un test de long-rank. El anélisis
multivariante de la supervivencia ajustando por edad, sexo, hospital de origen y
comorbilidades se realizo con el modelo de riesgo proporcional de Cox.

(Para una descripcion mas detallada del analisis estadistico ver el apartado 6 del

capitulo I11).

RESULTADOS

Entre enero de 2002 y marzo de 2006 los pacientes ingresados en los tres
hospitales fueron evaluados para el diagnéstico de NAC. Tras excluir a aquellos
pacientes sin consentimiento informado, con etnicidad distinta a la espafiola, y aquellos
que cumplian alguno de los criterios de exclusion, un total de 848 pacientes fueron
finalmente incluidos en el estudio. Las principales variables demograficas y clinicas se
muestran en la tabla VII.1. El principal agente etiologico aislado fue el S. pneumoniae
(195, 22,99% del total de pacientes; 58,73% de los pacientes con microorganismo
conocido). Pseudomonas aeruginosa fue aislada en 24 pacientes (7,23%), Legionella
pneumophila en 16 (4,82 %), Haemophilus influenzae en 16 (4,82%), Chlamydophila
pneumoniae en 12 (3,61 %) e infeccion viral en 9 (2,71%) (% calculados sobre el total de
individuos con microorganismo causal conocido). Otros microorganismos fueron
identificados en 60 pacientes (18,07% de los pacientes infectados).

El 95% de los pacientes recibieron tratamiento antibiético inicial de acuerdo a las
guias de la “American Thoracic Society” (ATS) (Niederman MS et al, 2001). No se
observaron diferencias en el uso antibidtico de acuerdo a dichas recomendaciones al
estratificar los pacientes en base a la gravedad ni al pronostico: SG y ShS 92,6% y 93,8%
respectivamente, fallo respiratorio agudo 95,1%, SDRA 97,3% y mortalidad a los 90 dias
97%.
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Tabla VII.1. Caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes con

neumonia adquirida en la comunidad.

Caracteristicas® N (%)
Edad (848) 65,16 + 17,55"
Sexo (848)

Hombres 556 (65,57)

Mujeres 292 (34,43)
Ingreso en UCI (848)

No 661 (77,95)

Si 187 (22,05)
Sepsis (848)

No-sepsis grave 593 (69,93)

Sepsis grave 137 (16,16)

Shock séptico 118 (13,92)
FMO (848)

No 761 (89,74)

Si 87 (10,26)
Insuficiencia respiratoria aguda (848)

No 247 (29,13)

Si 601 (70,87)
SDRA (848)

No 809 (95,40)

Si 39 (4,60)
Bacteriemia (848)

No 783 (92,31)

Si 65 (7,69)
Exitus a 90 dias (848)

No 776 (91,51)

Si 72 (8,49)
Comorbilidad (844)°

No 250 (29,62)

EPOC 249 (29,50)

Asma 49 (5,81)

Neoplasia 95 (11,26)

Cardiopatia isquémica 97 (11,49)

Diabetes 198 (23,46)

Insuficiencia renal 68 (8,06)

Insuficiencia hepatica 55 (6,52)

Patologia neurolégica 135 (16,00)

Patologia autoinmune 19 (2,25)

Patologia psiquiatrica 6 (0,71)
IGN (822)

I-11l (bajo) 337 (41,00)

V-V (moderado-alto) 485 (59,00)
Agente etioldgico identificado (848)

No 516 (60,85)

Si 332 (39,15)

®Entre paréntesis el nimero de pacientes con dato disponible.
®Para la edad el valor es la media + la desviacién estandar.
°Algunos pacientes tenian mas de una comorbilidad.

UCI: unidad de cuidados intensivos. No sepsis severa: pacientes sin sepsis
grave ni shock séptico; FMO: Fallo multiorganico; SDRA: Sindrome de distrés
respiratorio agudo; EPOC: Enfermedad pulmonar obstructiva cronica. IGN:
indice de Gravedad de la Neumonia.
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Para evaluar el impacto de la MBL en la susceptibilidad a la NAC, los genotipos
del gen MBL2 fueron comparados entre el grupo de pacientes y los dos grupos controles.
Cuando se analizaron los alelos salvaje (A) y mutado (O) del exén 1 del gen, no se
encontraron diferencias significativas en las frecuencias alélicas ni genotipicas (tabla
VI1.2). Se constatod una asociacion débil al comparar la frecuencia del alelo de promotor
X entre pacientes con NAC y pacientes controles (p = 0.041, OR = 0.82, IC 95% 0.67-
0.99), si bien esta diferencia no se mantuvo al comparar los pacientes con NAC frente a
los controles sanos. Al tener en cuenta tanto las variantes exdnicas como los
polimorfismos de promotor X/Y, no se observaron diferencias en las frecuencias de los
genotipos insuficientes de MBL (XA/O + O/O) (tabla V11.2)

Tabla VII.2. Alelos y genotipos MBL2 en pacientes con neumonia adquirida en la comunidad
(NAC) y controles.

Controles Controles
NAC pacientes sanos
Alelos MBL2 N = 1.696 N =1.038 N =2.894
Alelos estructurales
A total 1.311 (77,30) 815 (78,52) 2.229 (77,02)
O total 385 (22,70) 223 (21,48) 665 (22,98)
B 269 (15,86) 144 (13,87) 412 (14,24)
C 37 (2,18) 32 (3,08) 83 (2,87)
D 79 (4,66) 47 (4,53) 170 (5,87)
Alelos de promotor
X 329 (19,40) 236 (22,74) 596 (20,59)
Y 1.367 (80,60) 802 (77,26) 2.298 (79,41)
Genotipos MBL2 N =848 N =519 N = 1447
Genotipos estructurales
AIA 510 (60,14) 319 (61,46) 861 (59,50)
AIO 291 (34,32) 177 (34,10) 506 (34,97)
0/0 47 (5,54) 23 (4,43) 80 (5,53)
Genotipos estructurales y
de nromotor
A/A+YA/O 732 (86,32) 439 (84,59) 1.224 (84,59)
XAJO+0/O 116 (13,68) 80 (15,41) 223 (15,41)

Los valores son el numero de cromosomas (%) para los alelos, y el nimero de individuos (%)

para los genotipos.

O designa a los alelos variantes B, C y D del gen MBL2.
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Cuando se comparé con los grupos controles, la NAC secundaria a neumococo, 0
a bacterias Gram-negativas, o aquellos pacientes sin confirmacion etioldgica, tampoco se

observaron diferencias (tabla VI1.3).

Tabla VI1.3. Genotipos MBL2 en pacientes con neumonia adquirida en la comunidad en relacion al

agente etioldgico.

. o . . Controles
S. pneumoniae  Gram-positivo ~ Gram-negativo  No patdgeno sanos
(N =195) (N =216) (N =96) (N =516) (N = 1.447)
A/A+YA/O 173 (88,72) 193 (89,35) 78 (81,25) 444 (86,05) 1224 (84,59)
XA/O+0/O 22 (11,28) 23 (10,65) 18 (18,75) 72 (13,95) 223 (15,41)

Los valores son el nimero (%).
A/A+YA/O: genotipos suficientes de MBL. XA/O+0O/O: genotipos insuficientes de MBL.

Los individuos infectados simultdneamente por patdgenos Gram-positivos y Gram-negativos han
sido excluidos.

La relevancia de las variantes MBL2 en la gravedad de la NAC se evalud
mediante el analisis del desarrollo de las formas méas graves de sepsis (SG y ShS) como
variables primarias (tabla VV11.4). Aquellos pacientes sin sepsis o0 con formas no graves de
sepsis presentaron frecuencias genotipicas similares, de manera que fueron agrupadas en
la variable “no sepsis grave” (NSG). La frecuencia de genotipos insuficientes de MBL
fue mayor en pacientes con ShS (21,19%) que en aquellos con SG (16,79%) o NSG
(11,47%) (%2 para tendencia lineal: 9,21; p = 0,01). Del mismo modo, pacientes con las
formas mas graves de sepsis tuvieron mayores frecuencias de genotipos insuficientes de
MBL (18,82%) que aquellos con NSG (p = 0,006; OR = 1,79, IC 95% 1,17-2,73).
Ademas, la insuficiencia de MBL también se asocié con la necesidad de ingreso en la
UCI (p = 0,008, OR = 1,82, IC 95% 1,15-2,84), con el desarrollo de insuficiencia
respiratoria aguda (IRA) (p = 0,041, OR = 1,68, IC 95% 1,03-2,83), SDRA (p = 0,047,
OR = 2,29, IC 95% 0,96-4,99) y FMO (p = 0,030, OR = 1,91, IC 95% 1,04-3,38) (tabla
VI11.4), pero no con bacteriemia ni con el IGN. Sin embargo, se observo un aumento no
significativo de genotipos O/O y XA/O + O/O en pacientes con NAC con bacteriemia
neumocacica (9,8% y 17,1% respectivamente; N = 41) respecto a los pacientes con NAC

neumocacica sin bacteriemia (3,3% y 9,2% respectivamente; N = 153).

120



Tabla VII.4. Gravedad y pronostico en pacientes con neumonia adquirida en la comunidad en relacion a los

genotipos MBL2.

MBL en NAC

AIA+YA/O XA/O+0/0 p? p° multivariante  p® multivariante
Caracteristica N (%) N (%) OR (IC 95%) OR (IC 95%) OR (IC 95%)
NSG 525 (88,53) 68 (11,47)

d e d

SG 114 (83,21) 23 (16,79) 1,790('(1),0167-2,73) 1,860('2379-2,9) 2,00 ?1',02215-3,25)
shs 93 (78,81) 25 (21,19)
Planta 582 (88,05) 79 (11,95) 0,008 0,020 0,024
ucl 150 (80,81) 37(19,79)  1.82(1,152.84)  178(1,10-2,90) 1,82 (1,08-3,06)
No Bacteriemia 677 (86,68) 104 (13,32) 0,531 0,640 0,292
Bacteriemia 54 (83,08) 11(16,92) 133(061-267)  119(057-247)  153(0,69-3,40)
No IRA 222 (90,24) 24 (9,76) 0,041 0,009 0,005
IRA 506 (84,62) 92 (1538)  1.68(103-283)  193(118318) 217 (L27-372)
No SDRA 703 (86,90) 106 (13,10) 0,047 0,205 0,152
SDRA 29 (74,36) 10 (25,64)  2:29(0.96-499)  170(0,75-389) 192 (0,79-4,67)
No FMO 663 (87,24) 97 (12,76) 0,030 0,036 0,137
EMO 68 (7816) 19 (21,84)  191(104-338)  190(1,04-345)  164(0,86-3.14)
IGN I-l11 298 (88,43) 39 (11,57) 0,185 0,166 0.26
IGN V-V 412(84.95)  73(1505)  135(088-211)  135(088-2,05)  1,29(0,83-2,02)
g R %0 678 (87,37) 98 (12,63) 0,006 0,003 0,008
Exitus 2 90 dias 54 (75.0) 18 (25.0) 2,31 (1,22-4,19) 2,34 (1,32-4,14) 2,30 (1,25-4,23)

®p para la comparacion bivariante. bp para el analisis multivariante incluyendo las variables edad, sexo, poblacion de
origen y comorbilidades, excepto para el andlisis del IGN, que s6lo incluye la poblacion de origen. °p para el anélisis
multivariante incluyendo las variables edad, sexo, poblacién de origen, comorbilidades y patégeno (S. pneumoniae,
Gram-negativo y no patdégeno identificado), excepto para el andlisis del IGN, que s6lo incluye la poblacion de origen,
y el andlisis de la bacteriemia, que no incluye la variable no patdégeno identificado. dAnalisis de NSG vs. SG+ShS.
®NSG vs. SG vs. ShS: p = 0,010, chi=9,21.

NSG: no-sepsis grave, incluye pacientes sin sepsis grave ni shock séptico; SG: sepsis grave; ShS: shock séptico;
FMO: fracaso multiorganico; IRA: insuficiencia respiratoria aguda; SDRA: sindrome de distrés respiratorio agudo;
IGN: indice de gravedad de la nheumonia.

Es interesante sefialar que, al incluirse como variables independientes en un
analisis multivariante el hospital de origen, la edad, el sexo y las comorbilidades, la
insuficiencia de MBL se asocié con el desarrollo de las formas mas graves de sepsis (SG
y ShS; p =0,007, OR = 1,86, IC 95% 1,19-2,9), asi como con IRA (p = 0,009, OR = 1,94,
IC 95% 1,18-3,19) y FMO (p = 0,035, OR = 1,91, IC 95% 1,05-3,47), y también con una
mayor tasa de ingreso en la UCI (p = 0,020, OR = 1,78, IC 95% 1,10-2,90) (tabla V11.4).
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No se observaron diferencias significativas al estudiar el IGN y el desarrollo de
bacteriemia o de SDRA.

No se observaron diferencias significativas al analizar el riesgo de muerte a los 28
dias. Sin embargo, al evaluar la mortalidad a 90 dias, se encontré que los pacientes que
morian tenian una mayor frecuencia de genotipos insuficientes de MBL. Esta asociacion
fue independiente de la edad, el sexo, la poblacion de origen y las comorbilidades (p =
0,003, OR =2,34, IC 95% 1,32-4,14) (tabla \VV11.4).

El analisis de supervivencia de Kaplan-Meier (figura VII.1) mostrdo que la
supervivencia diferia significativamente entre los pacientes con genotipos insuficientes y
suficientes (32 long rank: 5,65; p = 0,017). La regresién de Cox para la supervivencia a
los 90 dias, ajustada para las variables independientes edad, sexo, poblacion de origen y
comorbilidades, también fue significativa (p = 0,007, HR = 2,19, IC 95% 1,23-3,87).

1,00 — AIA+YAIO

— XA/O + O/0

0,95+

0,90+

Supervivencia acumulada

0,85 T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Dias

Figura VII.1. Estimacién de Kaplan-Meier de la supervivencia a los 90 dias en funciéon de los genotipos
MBL2 de suficiencia de MBL (A/A + YA/O) o insuficiencia de MBL (XA/O + O/O). xz de long rank: 5,65; p =
0,017. Hazard ratio 2,19 (IC 95% 1,23-3,87; p = 0,007) en un modelo proporcional de riesgo de Cox,
corregido para edad, sexo, poblacion de origen y comorbilidades.

Es de destacar que también se encontrd una tendencia no significativa hacia un
aumento de la frecuencia de genotipos insuficientes de MBL entre los pacientes con
mayor gravedad de la enfermedad y mayor tasa de mortalidad al estudiar a los pacientes
en base al microorganismo causal (NAC secundaria a S. pneumoniae, bacterias Gram-

negativas, o no patdgeno identificado). Un analisis multivariante mostré6 que la
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insuficiencia de MBL predispone a formas graves de sepsis (p = 0,005; OR = 2,00, IC
95% 1,24-3,25), necesidad de ingreso en UCI (p = 0,024, OR = 1,82, IC 95% 1,08-3,06),
desarrollo de IRA (p = 0,005, OR = 2,17, IC 95% 1,27-3,72) y mortalidad a 90 dias
aumentada (p = 0,008, OR = 2,30, IC 95% 1,25-4,32), independientemente del
microorganismo causante, la edad, el sexo, la poblacion de origen y las comorbilidades
(tabla VI11.4).

DISCUSION

Nuestro estudio prospectivo muestra, por primera vez, evidencias de que la
insuficiencia de MBL predispone a formas mas graves de sepsis y a desenlace fatal en
pacientes con NAC. Sin embargo, el estudio caso-control comparando las frecuencias
alélicas y genotipicas del gen MBL2 entre pacientes y controles, no apoya que la
insuficiencia de MBL tenga un papel en la susceptibilidad a la NAC.

Diversos factores influyen en la susceptibilidad y en la gravedad de la infeccion,
pudiendo ser uno de ellos la variabilidad genética, que afectaria a la respuesta del
hospedador. Las inmunodeficiencias primarias (IDPs) son el ejemplo més obvio. La
deficiencia de MBL no es una IDP en el sentido clasico del término, dado que su
penetrancia clinica es extremadamente baja (Casanova JL y Abel J, 2004; Klein NJ et al,
2005; Eisen DP et al, 2003). Nosotros no observamos diferencias en las frecuencias de
los genotipos de MBL2 insuficientes entre dos grupos de controles de gran tamafio
muestral y 848 pacientes adultos con NAC, incluso cuando se evalud la NAC secundaria
a bacterias Gram-positivas (mayoritariamente S. pneumoniae) o Gram-negativas de
forma separada. Nuestros resultados difieren de los de Roy et al (2002), los cuales
encuentran un aumento significativo del genotipo de MBL2 O/O en pacientes con
infeccion neumocaocica invasiva, en comparacién con los controles sanos. Otros dos
estudios previos no encontraron asociacién (Kronborg G et al, 2002; Moens L et al,
2006) aunque un meta-analisis de los tres dio un aumento significativo de la prevalencia
de los genotipos O/O en pacientes con enfermedad neumococica invasiva respecto a
controles sanos (Moens L et al, 2006).

Tampoco encontramos diferencias significativas en las frecuencias de genotipos
de MBL insuficiente 0 O/O entre pacientes con y sin bacteriemia, incluso al analizar la
NAC neumococica. Sin embargo, nosotros estudiamos pacientes con NAC, mientras que
los estudios antes mencionados analizaban pacientes con enfermedad neumocdcica

invasiva, no exclusivamente neumonia, y no especificado si se trataba de NAC,
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nosocomial, 0 de ambas. Hasta la fecha sdlo se han realizado otros dos estudios de MBL
en NAC (Pérez-Castellano M et al, 2006; Endeman H et al, 2008). De acuerdo con
nuestros resultados, Pérez-Castellano et al (2006), (N = 100), no observaron asociacion
alguna entre el defecto de MBL y la NAC neumocdcica, e incluso observaron un riesgo
elevado de bacteriemia en pacientes (88%) con el genotipo salvaje de MBL2. Por su
parte, Endeman et al (2008) (N = 199) tampoco encuentran diferencias en las frecuencias
genotipicas entre los pacientes con NAC en general, la neumonia causada por neumococo
o por H. Influenzae, y los controles.

La ausencia de asociacion entre la insuficiencia de MBL y la NAC neumocdcica
no seria sorprendente si se confirmara la baja o nula union de la MBL al S. pneumoniae.
Algunos autores han encontrado mediante citometria de flujo (Rodriguez JA et al, 2004)
que la MBL no es capaz de unirse a distintas cepas de S. pneumoniae, 0 que se une muy
poco (Neth O et al, 2000), mientras otros encuentran una capacidad intermedia de union
a neumococo en ensayos con radiomarcaje (van Emerik LC et al, 1994), o union a
polisacarido capsular purificado de ciertos serotipos de S. pneumoniae, pero no de otros
serotipos (Moller CH et al, 2007). Otros muchos mecanismos del sistema inmunolégico
innato pueden aportar suficiente proteccion frente al neumococo y otras bacterias en
ausencia de la MBL. De hecho, la VC, y en una menor medida, la VA, son las vias
dominantes de complemento durante la inmunidad innata en humanos y en ratones, de
modo que la pérdida de la via por MBL no afecta, o lo hace minimamente, a la primera
linea de defensa (Brown JS et al, 2002; Jonsson G et al, 2006). Ademas, experimentos en
ratones nulos (knock out: KO) para MBL han mostrado que la via del complemento
mediada por MBL es redundante en la primera linea de defensa frente a inyeccion
intraperitoneal de S. aureus (Shi L et al, 2004). A pesar del papel clave de la VC en la
defensa frente a neumococo Yy otras bacterias encapsuladas, s6lo un 50% de los pacientes
con IDP del componente C2 de la VC (la deficiencia mas comdn de la VC de
complemento en los paises occidentales) muestra una susceptibilidad aumentada de
infeccion recurrente (Sullivan KE et al, 2007), y la deficiencia de MBL juega sélo un
papel menor en la susceptibilidad a infeccién en estos pacientes (Jonsson G et al, 2006).
Por tanto, nuestros resultados refuerzan el concepto de que la MBL juega un papel
redundante en las defensas humanas frente a la infeccion primaria.

Los genotipos MBL2 insuficientes fueron, no obstante, significativamente mas
prevalentes entre pacientes con formas mas graves de la enfermedad cuando se

analizaron las variables primarias y la mayoria de las secundarias. La asociacion seguia
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siendo significativa al realizar un analisis multivariante corrigiendo no sélo por la edad,
el sexo y las comorbilidades, sino también por el hospital de origen, controlando asi
cualquier diferencia en politicas de admisidn y de manejo terapéutico entre los hospitales
y las UClIs, asi como en diferencias genéticas putativas entre las tres poblaciones. El
analisis multivariante también confirmé que la insuficiencia de MBL predispone a
formas mas graves de la enfermedad, asi como a un peor pronostico, independientemente
de los microorganismos causantes.

No se observaron diferencias en la mortalidad por cualquier causa a los 28 dias.
Sin embargo, los genotipos insuficientes de MBL se asociaron con una supervivencia a
90 dias disminuida, independientemente de edad, sexo, hospital de origen y
comorbilidades. A primera vista, este hallazgo parece sorprendente, dado que en sepsis
generalmente se considera la tasa de mortalidad a los 28 dias como el criterio de
valoracion apropiado. Es dificil definir la causa de muerte en enfermos criticos,
especialmente en aquellos con sepsis. Actualmente, con unos tratamientos de soporte
vital disponibles cada vez mas efectivos y amplios, la retirada de dicha terapia de soporte
es el evento terminal mas comdn en pacientes ingresados en la UCI (Vincent JL, 2004).
Asi, en la evaluacion de la mortalidad por sepsis, es dificil especificar la medida en que
la muerte esta directamente relacionada con la sepsis. Esta es la causa que apoya un
analisis de mortalidad a mas largo plazo, incluso de un afio. Esto ha sido puesto de
manifiesto recientemente en un estudio que muestra que, la tasa de mortalidad al afio en
pacientes ancianos con NAC, es cuatro veces mayor que la tasa de mortalidad
hospitalaria, y por esa causa uno de cada tres supervivientes de NAC muere en el afio
posterior a su alta hospitalaria (Niederman MS, 2007). En nuestro estudio, el analisis de
supervivencia de Kaplan-Meier durante un periodo de seguimiento de tres meses, mostro
una menor supervivencia de pacientes con insuficiencia de MBL, con una separacion
progresiva de las dos curvas a partir de los 15 dias.

Se ha sefialado una asociacion entre las variantes alélicas del gen MBL2 con un
peor pronostico de los enfermos criticos que requieren cuidados intensivos en algunos
(Garred P et al, 2003b; Fidler KJ et al, 2004; Gordon AC et al, 2006) pero no en todos
(Kronborg G et al, 2002; Sutherland AM et al, 2005) los estudios previos. En un estudio
en pacientes de UCI con SDRA se encontrd una asociacion significativa entre el genotipo
B/B y una gravedad y mortalidad a 60 dias aumentadas (Gong MN et al, 2007). Sin
embargo, estos resultados deben tomarse con cautela, dado que, al analizar juntos los

alelos O (B, C y D), no se encontré6 ninguna asociacion. Por otra parte, un estudio
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reciente (Eisen DP et al, 2008) reanaliza conjuntamente los datos de seis estudios previos
(N = 675) sobre el papel de la MBL en la infeccion bacteriana severa, encontrando un
riesgo de mortalidad aumentado entre los pacientes deficientes de MBL con infeccion
neumocacica.

Las razones de los efectos observados para la MBL sobre la gravedad y un mal
pronostico en NAC siguen sin ser claras, pero pueden estar implicados diversos
mecanismos mediados por la MBL, mutuamente no excluyentes. En primer lugar, la
MBL puede ser capaz de limitar la dispersion sistémica de los patégenos. Modelos
experimentales en ratdn sugieren que, cuando otros factores concomitantes de
predisposicion a infeccion, como la neutropenia 0 quemaduras graves, estan presentes,
los ratones KO de MBL infectados con S. aureus o P. aeruginosa son mas propensos a
infeccion bacteriana sistémica y a muerte que los ratones “wild type” (Shi L et al, 2004;
Moller-Kristensen M et al, 2006). Sin embargo, la via dependiente de MBL del
complemento no fue redundante frente a la infeccion sanguinea, en el mismo modelo
experimental. La MBL se ha encontrado presente en fluido de lavado broncoalveolar de
pacientes con neumonia, pero no en el de individuos sanos, lo cual indica que la MBL
puede filtrarse desde la circulacion sistémica al sitio de inflamacion en los pulmones para
contener la propagacion de la infeccion (Gomi K et al, 2004). En segundo lugar, se ha
visto que la MBL aporta sefiales a las células mononucleares de la sangre periférica
humana, llevando a la supresion de citocinas pro-inflamatorias inducidas por LPS (Fraser
DA et al, 2006). Ademas, la MBL modula la produccién de citocinas pro-inflamatorias
frente a N. meningitidis en ensayos en sangre completa humana deficiente de MBL,
aumentando la produccién de TNF-a, IL-6 e IL-1 a concentraciones bajas, pero
disminuyéndolas a concentraciones elevadas (Jack DL et al, 2001), o lo que es lo mismo,
de una manera dependiente de dosis. En modelos experimentales de sepsis con ratones
KO para MBL también se observé un patron alterado de produccion de citocinas pro-
inflamatorias (Shi L et al, 2004; Moller-Kristensen M et al, 2006). En tercer lugar, la
MBL se une con una gran afinidad al principal componente de la pared celular de las
bacterias Gram-positivas, el peptidoglicano (PGN), en forma tanto soluble como
insoluble (Jack DL et al, 2001). Durante el ciclo de vida bacteriano se libera PGN, y los
antibioticos activos frente a la pared celular causan una liberacion répida y significativa
de PGN (Nau R y Eiffert H, 2002). EI PGN suscita una respuesta inflamatoria que
contribuye al shock y al FMO (Kengatharan KM et al, 1998). Se ha observado que la

unién de la MBL al PGN inhibe la produccion por los macrofagos de citocinas pro-
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inflamatorias inducida por PGN (Nadesalingam J et al, 2005). En cuarto lugar,
experimentos in vitro y en ratones KO de MBL han demostrado que la MBL reconoce
estructuras propias alteradas en células necroticas y apoptoticas, facilitando su
aclaramiento por los macréfagos (Ogden CA et al, 2001; Nauta AJ et al, 2003; Stuart
LM et al, 2005). Este mecanismo podria, teéricamente, volverse clinicamente relevante
para la progresion del sindrome de sepsis (Hotchkiss RS et al, 2006). Es interesante
observar que los dos ultimos mecanismos conectarian con nuestras observaciones de
formas més graves de sepsis en pacientes deficientes de MBL, particularmente en
aquellos con NAC por bacterias Gram-positivas capsuladas, a pesar de la ausencia de
unién de la MBL a S. pneumoniae y S. aureus capsuladas (Brown JS et al, 2002).

Diversos puntos de solidez de nuestro estudio minimizan las limitaciones de los
estudios genéticos de asociacion. Primero, nuestro estudio prospectivo en una amplia
cohorte de pacientes reduce la posibilidad de asociaciones espurias (error de tipo I).
Segundo, al haber incluido sélo caucéasicos de origen espafiol en nuestro grupo de
pacientes, se limita la probabilidad de estratificacion de la poblacién debido a
heterogeneidad étnica. Tercero, hemos analizado pacientes con NAC como Unica
infeccion en el momento de ingreso, mientras que otros estudios previos sobre la
variabilidad genética de MBL2 y la sepsis, estaban limitados a poblaciones heterogéneas
de UCI. Cuarto, el riesgo elevado de formas graves de sepsis y de peor desenlace en los
individuos insuficientes de MBL fue independiente de edad, sexo, poblacion de origen y
comorbilidades.

Evidentemente, hay otros factores clinicos que complican la interpretacion de los
estudios de asociacion. La etiologia especifica del proceso infeccioso, la virulencia del
microorganismo, el retraso en el diagnéstico y en el tratamiento, pueden,
indudablemente, actuar como variables de confusion. Si bien en nuestra serie se aplicaron
las recomendaciones actuales para el tratamiento de la sepsis y el ShS, no se emple6 un
protocolo comun especifico.

Finalmente, el identificar factores unicos del hospedador que predisponen a
ciertos individuos a manifestaciones mas graves de enfermedades infecciosas sigue
siendo, sin lugar a dudas, una meta importante, particularmente en el contexto de la
terapia inmunomoduladora. Nuestros resultados pueden tener implicaciones clinicas. El
uso de MBL recombinante humana (rhMBL) esta en desarrollo como nuevo enfoque
terapéutico. Se ha visto que infusiones de MBL tienen un buen perfil de seguridad en

ensayos en fase I, y la terapia de reemplazamiento de MBL aporta perspectivas
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interesantes para el futuro (Valdimarsson H et al, 2004; Petersen KA et al, 2006).
Actualmente hay en desarrollo ensayos en fase Il en pacientes inmunosuprimidos
(www.enzon.com). Sin embargo, se necesitan conocimientos adicionales del papel pro- y
anti-inflamatorio de la via de activacion de complemento dependiente de MBL en sepsis,

antes de que el potencial de esta intervencién merezca ser evaluado.
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RELEVANCIA DEL DEFECTO DE LA SERINA-
PROTEASA-2 ASOCIADA A LA MBL (MASP-2)

RESUMEN

Antecedentes. La VL del sistema del complemento se activa mediante la unién de la MBL, o de ficolinas,
a carbohidratos especificos en las superficies microbianas, activandose las MASPs. La MASP-2 actla
sobre C4 y C2, generando la convertasa de C3. En 2003 se describié un paciente homocigoto para la
mutacion D105G del gen MASP2, el cual presentaba desordenes inflamatorios y autoinmunes, e
infecciones graves por S. pneumoniae. Esta mutacion impide la unién de la MASP-2 a la MBL y a las
ficolinas, no permitiendo la activacion de la VL.

Obijetivo. Determinar la frecuencia de la mutacion D105G del gen MASP2 en poblacién espafiola y en
bereberes del Atlas, asi como si dicha mutacion se asocia con la susceptibilidad a diversas patologias
autoinmunes e infecciosas, 0 a un peor prondstico de estas enfermedades.

Materiales y métodos. Se analiz6 la mutacién D105G, mediante PCR-RFLP, en 4 grupos geogréaficos de
poblacion espafiola sana (1.083 individuos en total), 67 bereberes del Atlas, 967 adultos con NAC y 130
pacientes con LES. Los genotipos se confirmaron mediante secuenciacion directa. En todos los individuos
se conocia el genotipo MBL2. También se analizaron la actividad de la VL y la concentracion sérica de
MASP-2 en un grupo de controles sanos.

Resultados. La frecuencia alélica de D105G en el total de controles espafioles fue 0,025 (homocigosis
esperada = 0,00062). No se observd la mutacion en poblacién bereber. Encontramos 3 individuos
homocigotos mutados, todos del grupo de controles sanos, sin historial relevante de infecciones,
autoinmunidad u otras patologias. Las frecuencias alélicas y genotipicas no difirieron significativamente
entre los distintos grupos analizados.

Conclusiones. No existe asociacion del defecto de MASP-2 con la susceptibilidad a NAC o a LES. El
hecho de que los individuos adultos deficientes de MASP-2 que presentamos no muestren infecciones
relevantes, ni desérdenes autoinmunes o inflamatorios detectables, indica una baja penetrancia clinica del
defecto de MASP-2. Estos resultados muestran la necesidad de estudios adicionales para establecer

definitivamente la relevancia clinica de esta alteracion.
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INTRODUCCION

El sistema del complemento juega un papel clave en las respuestas de la
inmunidad innata. Las deficiencias de complemento de componentes tempranos de la VC
0 de la VA se asocian a un aumento en la susceptibilidad a infecciones pidgenas por
bacterias capsuladas y a desordenes inflamatorios, particularmente LES (Walport MJ,
2001). Una tercera via, la VL, es activada mediante la union de la MBL u otras lectinas,
como las ficolinas L, H y M, a patrones moleculares especificos asociados a patdégenos
sobre las superficies microbianas. A continuacion, la MASP-2 fragmenta los factores de
complemento C4 y C2, generando la convertasa de C3, C4bC2a. La MASP-1, la MASP-
3 y la Map-19 también estan implicados en la activacion de la VL, aunque su funcién
permanece aun por definir (Sorensen R et al, 2005).

En el afio 2003 fue descrito el caso de un individuo adulto que padecia desordenes
autoinmunes e inflamatorios desde los 15 afios de edad, asi como infecciones graves por
S. pneumoniae durante la edad adulta (Stengaard-Pedersen K et al, 2003). Este individuo
tenia una mutacion en homocigosis en el exén 3 del gen MASP2, la cual conducia a un
cambio de &acido aspartico (GAC) a glicina (GGC) en el aminoacido en posicion 105
(D105G) de la proteina madura (D120G en la proteina sin procesar). La mutacion
resultaba en niveles séricos menores de MASP-2 y Map-19, e impedia la asociacion de la
MASP-2 a la MBL vy las ficolinas, revocando la activacion de la VL. El paciente también
presentaba anticuerpos anti-Clq, resultando en unos niveles séricos de Clg muy
reducidos, asi como un deterioro severo de la funcion de la VC. La deficiencia de
MASP-2 debida a la homocigosis de la mutacion D105G se encontr6 posteriormente en
dos nifios. El primero fue un nifio alérgico de un grupo de 335 nifios con infecciones
respiratorias recurrentes sin anormalidades conocidas del sistema inmunologico
(Cedzynski M et al, 2004). La segunda fue una nifia de un grupo de 109 pacientes con
fibrosis quistica (Olesen HV et al, 2006); esta nifia, carente de otros factores que
precipitaran la enfermedad, presentaba una enfermedad pulmonar extremadamente grave,
empezando con manifestaciones clinicas durante el periodo neonatal, teniendo tos
productiva e infecciones pulmonares cronicas, y muriendo a los nueve afios y medio de
fallo respiratorio. Ademas, en un estudio en pacientes con soriasis y sus familiares (894
individuos en total), se encontrd un individuo homocigoto D105G (Stover C et al 2005).
Recientemente se ha citado también la existencia de otros 3 homocigotos, dos pacientes

tratados en consulta de neumologia, y un paciente con cancer de colon (Thiel S et al,
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2007), si bien de estos 3 casos, asi como de el del estudio de soriasis, no se han aportado
detalles.

Se ha visto que el alelo D105G es comdn en poblaciones danesa (0,036)
(Sorensen R et al, 2005), espafiola (0,014) (Lozano F et al, 2005), y norteafricana (0,02)
(Lozano F et al, 2005). Sin embargo, la mutacion no ha sido encontrada en subsaharianos
(Sorensen R et al, 2005; Lozano F et al, 2005) ni chinos (Sorensen R et al, 2005).
Recientemente, Thiel et al (2007) han analizado la presencia de la mutacion D105G en
diversas poblaciones, encontrandola solo en caucésicos (0,039) y en inuits del oeste de
Groenlandia (0,037), pero no en chinos, africanos, amerindios, ni inuits del este de
Groenlandia (los cuales parecen tener menor mezcla caucésica que los del oeste).

Respecto al posible papel de esta mutacion en el desarrollo de enfermedad, desde
su descubrimiento en 2003, diversos estudios han analizado la relacion del defecto
genético de la MASP-2 con diversas patologias, sin encontrar ninguna asociacion
relevante. Asi, ha sido estudiado su papel en la fibrosis quistica, no viéndose que afecte a
la evolucidn clinica (Carlsson M et al, 2005) ni a la funcién pulmonar (Olesen HV et al,
2006). Tampoco se ha encontrado que la mutacion D105G tenga algin papel en la
soriasis (Stover C et al, 2005), aunque si parece ser un factor predictivo de infeccion
fangica invasiva tras transplante alogénico de células madre (Granell M et al, 2006). Sin
embargo, varios estudios han encontrado resultados significativos al analizar los niveles
séricos de MASP-2 en pacientes con cancer: Ytting et al (2005) encuentran niveles
significativamente mayores de MASP-2 en pacientes con cancer colorrectal que en
controles, asi como que los niveles elevados de dicha serina-proteasa son un marcador
prondstico de recurrencia y peor supervivencia en estos pacientes (Ytting H et al, 2005b);
por otra parte, Verma et al (2006) muestran expresion de MASP-2 en tumor solido y
sugieren su asociacion con un comportamiento agresivo del tumor, mientras que
Schlapbach et al (2007) asocian la deficiencia sérica de MASP-2 con un aumento del
riesgo de fiebre y neutropenia severa inducida por quimioterapia en pacientes pediatricos
con cancer.

En el gen MASP2 se han descrito otras mutaciones de sentido erréneo
(mutaciones missense, que producen un cambio de aminoacido), asi como una
duplicacion. Estas variantes del gen se presentan en distintas frecuencias en diversas
poblaciones, y se asocian con diferencias en los niveles séricos de la proteina, si bien la
sustitucion D105G es la causa principal de los niveles bajos de MASP-2 en caucésicos
(Thiel S et al, 2007).
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MATERIALES Y METODOS
Pacientes y controles.

La poblacion de individuos estudiada incluy6 un grupo de 1.083 espafioles sanos
voluntarios procedentes de cuatro poblaciones espafiolas (445 individuos sanos de Gran
Canaria, 337 donantes de sangre de Madrid, 188 donantes de sangre de Valencia y 113
donantes de sangre de Huesca, todos ellos pertenecientes a los grupos de poblacion sana
descritos en el apartado 1.1 del capitulo Il1), 67 individuos bereberes de la region del
Atlas (descritos en el apartado 1.1 del capitulo I11), 961 pacientes adultos con NAC
(pertenecientes al grupo analizado en el capitulo VII provenientes de el Hospital
Universitario de Gran Canaria “Dr. Negrin”, el Hospital Universitario de la Princesa
(Madrid) y el Hospital Clinico Universitario de Valencia, y ampliado con 113 pacientes
del Hospital San Jorge (Huesca) (73,21% mujeres, 42,04 + 9,83 afios) y 130 pacientes
con LES (pertenecientes al grupo estudiado en el capitulo V y ampliado con mas

pacientes femeninas).

Niveles séricos de MASP-2.
Los niveles séricos de la MASP-2 se analizaron mediante el sistema “ELISA kit
for human MASP-2” (Hycult biotechnology, Uden, Holanda), tal como se describe en el

capitulo I11.

Actividad de la via de las lectinas dependiente de MBL.

La actividad de la via dependiente de MBL se analiz6 en suero mediante el
sistema “Wieslab Complement System MBL pathway” (Wieslab, Lund, Suecia), del
modo que se describe en el capitulo 111

Analisis genético.
La extraccion del ADN asi como el genotipaje se realizaron tal como se describe
en el capitulo I11.

Anélisis estadistico.
Las comparaciones de la distribucion de los alelos y genotipos MASP2 entre los
distintos grupos de individuos se realizaron mediante el test de Chi cuadrado, o el test

exacto de Fisher cuando fue necesario, calculandose los OR con un IC del 95 %.
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Las diferencias en los niveles séricos de MASP-2 y de la actividad de la VL
respecto a los genotipos analizados se compararon mediante el test de Mann-Whitney, o
el test de Kruskal-Wallis cuando estaban presentes mas de dos genotipos.

(Para una descripcion mas detallada del analisis estadistico ver el apartado 6 del

capitulo I11).

RESULTADOS
Caracterizacion de las frecuencias alélicas y genotipicas del gen MASP2 en
poblaciones sanas.

La frecuencia alélica de la mutacion D105G en controles sanos de Gran Canaria
fue de 0,28 (tabla VI1II.1), lo cual nos lleva a una frecuencia esperada de homocigosis
para la mutacion D105G de 0,00079 en canarios.

La frecuencia alélica de la poblacion espafiola total (Gran Canaria, Madrid,
Valencia y Huesca, N = 1.083) fue de 0,025 (tabla VIII.1) (frecuencia esperada de
homocigosis de 0.00062).

Por otra parte, en ninguno de los 67 bereberes de la region del Atlas, en

Marruecos, se encontrd el alelo mutado D105G (tabla VI11.1).

Tabla VIII.1. Frecuencias alélicas y genotipicas de la mutacion D105G del gen
MASP2 en las diversas poblaciones espafiolas analizadas y en poblaciéon
africana del Atlas.

Alelos o Gran Canaria Espafa Atlas
genotipos (N = 445) (N =1.083) (N=67)
__________ © e em °
AA (91%1) (3550,23) (16070)

NG (5?137) (4?4?3) 0
G/G (0,122) (0,357) 0

Los valores son el nimero de cromosomas (%) para los alelos y el nimero de
individuos (%) para los genotipos.

G: alelo mutado D105G. A/A, A/IG y G/G: homocigotos salvajes, heterocigotos
portadores y homocigotos para la mutacion D105G, respectivamente.

No hubo diferencias significativas en la frecuencia del alelo mutado entre
canarios, ni total de espafioles, respecto a bereberes. La diferencia observada al analizar
las frecuencias de los genotipos portadores de alelo mutado D105G (A/G + G/G) entre la

poblacién Gran Canaria y los bereberes del Atlas (tabla V1I1.1), debida a la ausencia de
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alelo D105G en bereberes, no alcanzé la significacion estadistica (p = 0,058). Tampoco
fue significativa la diferencia observada al comparar el total de espafioles y los bereberes.
Los tres grupos de poblaciones se encontraban en equilibrio de Hardy-Weinberg.

Entre los individuos sanos espafioles encontramos tres individuos homocigotos
D105G: una mujer de 39 afos del personal hospitalario (caso 1), una mujer de 39 afios
donante de sangre (caso 2) y un hombre de 49 afios donante de sangre (caso 3). El
genotipo fue confirmado mediante secuenciacion directa con una pareja de

oligonucledtidos distinta a la utilizada para el analisis por PCR-RFLP (Figura VII1.1).

GGGCTCCGGCTACTGG
Homocigoto mutado

|

GGGCTCCGACTACTGG
Homocigoto salvaje

Wl

GGGCTCCGNCTACTGG
Heterocigoto

Figura VIII.1. Analisis por secuenciacion de la mutacién D105G en el exén 3 del
gen MASP2. Electroferogramas mostrando la region de la mutacién D105G en un
homocigoto mutado (G/G), un homocigoto salvaje (A/A) y un portador heterocigoto
(A/G).

No se encontraron infecciones o desérdenes autoinmunes recurrentes o relevantes

en ninguno de los tres casos, y los analisis bioguimicos e inmunoldgicos (incluido de un
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amplio grupo de autoanticuerpos) realizados al caso 1 y 2 también fueron negativos. En

el caso 3 no se pudieron realizar estos analisis por no disponer de muestra de suero.

Comparacion de las frecuencias alélicas y genotipicas del gen MASP2 entre
poblacién canaria y espafiola, y otras poblaciones.

Se compararon nuestros datos con las frecuencias alélicas y genotipicas
publicadas en otros grupos poblacionales (tabla VI11.2). Entre las poblaciones europeas
analizadas, se observo una frecuencia ligeramente mayor de genotipos portadores de la
mutacion en poblacion danesa (Thiel S et al, 2007) que en la poblacién espafiola total
(7,71% vs. 4,43%; p = 0,043, OR = 1,03, IC 95% 1-1,01), mientras que esta frecuencia
fue menor, aunque no significativamente, en poblacién sueca (2,50%) (Carlsson M et al,
2005).

No se encontraron homocigotos mutados en otros grupos en los que si se observo
el alelo mutado D105G (tabla V111.2).

Tabla VIII.2. Comparacion de las frecuencias alélicas y genotipicas de la mutacion D105G del

gen MASP2 entre poblacion espafiola y canaria, y otras poblaciones previamente publicadas.

Alelo Genotipos
G AIA AIG GIG
Espafia (N = 1.083) | 54 (2,49%) 1.032 48 (4,43%) 3 (0,29%)
' ; ' (95,29%) ’ ’
Canarios (N = 445) | 25(2,81%) | 421 (94,61%) 23 (5,17%) 1 (0,22%)
Africanos de Zambia | o
(N = 194)° 0 i 194 (100%) 0 0
Chinos de Hong Kong 0
(N = 573)° i 0 i 573 (100%) 0 0
Daneses (N = 350)° | 27(3,86%) | 323(92,29%) 27 (7,71%) 0
Esquimales  de ' o o o
Groenlandia (O) (N = 41)° | 3 (366%) | 38(92,68%) 3 (7,32%) 0
Esquimales de | o
Groenlandia (E) (N = 96)° 0 . 96 (100%) 0 0
Amerindios de Brasil 0
(N = 324)° | 0 | 324(100%) 0 0
Suecos (N = 200)° | 5(1,25%) | 195(97,50%) 5 (2,50%) 0

G: alelo mutado D105G. A/A, A/G y G/G: homocigotos salvajes, heterocigotos portadores y
homocigotos para la mutacion D105G, respectivamente.

Los valores son el numero de cromosomas (%) para los alelos y el nUmero de individuos (%)
para los genotipos. Para los alelos el valor total de N de las poblaciones es Nx2.
®Thiel S et al 2007.

PCarlsson M et al 2005.
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Estudio de los niveles séricos de MASP-2 en poblacion canaria sana. Correlacion
entre el genotipo y la concentracion sérica de MASP-2.

Evaluamos el significado funcional de las variantes de MASP2 en individuos
sanos de Gran Canaria. La distribucion de los niveles séricos de MASP-2 correlaciono
significativamente con los genotipos MASP2, observandose una disminucion marcada en
dichos niveles en individuos portadores del alelo mutado D105G (figura VI1II.2): la
comparacion entre los tres grupos dio una significacion de p < 0,001, los individuos
heterocigotos mostraron unos niveles séricos de MASP-2 menores que los individuos
homocigotos salvajes (188,45 + 31,77 ng/ml vs. 438,60 + 25,32 ng/ml; p = 0,002),
estando muy reducidos en los homocigotos mutados (19,00 + 6,00 ng/ml) (p = 0,033 para

la comparacion homocigotos salvajes vs. homocigotos mutados).

500 - —_—

E
(@]
£ 400 -
[9V]
8‘) Genotipos N Media ETM
< 300 -
° AIA 88 438,60 25,32
©
AlG 11 18845 31,77
& 200 - T
5 1 GIG 2 19 6
]
@ 100 |
(]
=
z
0 - . . =
AIA AIG GIG

Figura VIII.2. Niveles séricos de MASP-2 (ng/ml) en controles sanos en funcién de su genotipo
MASP2. Homocigotos salvajes (A/A) vs. heterocigotos (A/G) vs. homocigotos D105G (G/G).
Comparacion entre los tres grupos: p<0,001; *p = 0,033, Tp = 0,002. A/G vs. G/G = no

significativo. Los graficos muestran la media aritmética y el error estandar de la media.

Actividad en suero del sistema del complemento dependiente de MBL.
Correspondencia entre el genotipo de la MASP-2 y la actividad de la via
dependiente de MBL.

Al medir la actividad de la VL dependiente de MBL en funcion de los genotipos
MASP2 y MBL2 (figura V1I1.3), se observd un descenso marcado de la actividad de la
VL en los sujetos insuficientes para MBL respecto a los suficientes; esta diferencia fue
significativa en los individuos homocigotos salvajes para el gen MASP2 (2,04% + 0,81
vs. 33,75% + 7,13 respectivamente, p <0,001), pero no lo fue en los heterocigotos

MASP2, posiblemente debido al pequefio tamafio muestral de este grupo (1,67% * 0,88
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vs. 30,50% =+ 13,98). La heterocigosidad para el alelo D105G de MASP2, no mostré tener
efecto en la actividad de la VL (figura VI11.3). Los homocigotos D105G si mostraron una

actividad de la VL casi nula, como ya ha sido descrito (tabla VI11.3).

60 - E Homocigotos A/A
O Heterocigotos A/G
. *
& 50 ~ ~
[0}
£
B 40 4 Genotipo  Genotipo .
o MASP2 MBL2 N~ Media  ETM
i 30 AIA A/A+YA/O 128 33,75 13,98
g AIG A/A+YAIO 6 30,50 0,81
§ 20 A AIA XA/O+O/0 26 2,04 0,81
2 AIG XAIO+0/0 3 1,67 0,88
g 101 N=6
N=26 N=3
0 , = 0 e
A/A + YA/O XAJ/O + O/O

Figura VIII.3. Activacion MBL-dependiente de la via lectina de complemento en controles sanos en
funcién de su genotipo MBL2 (A/A + YA/O vs. XA/O + O/O) y MASP2 (homocigotos salvajes, A/A,
vs. heterocigotos D105G, A/G). *p<0,001. ElI resto de las comparaciones no difirid

significativamente. Los graficos muestran la media aritmética y el error estandar de la media.

Tabla VIII.3. Genotipos MBL2 y MASP2, niveles séricos de MBL, de MASP-2 y actividad de la
via de las lectinas dependiente de MBL, de los homocigotos mutados del gen MASP2. Los
casos 1-3 son los encontrados en el presente estudio; los casos A-C son los publicados por

otros grupos hasta la fecha®.

Genotipo  Genotipo  Niveles séricos Niveles séricos de

Actividad LP
MBL2 MASP2 de MBL (ng/ml) MASP2 (ng/ml)
Caso 1 YAIYO GIG 39 13 0%
Caso 2 YAIYA GIG 2763 25 1,12%
Caso 3° YAIYA GIG D.N.D D.N.D D.N.D
Caso A° A/B GIG 700 <10% niveles <10 mU/pg
normales
Caso B¢ YAIXA GIG 1398 D.N.D. No
detectable

Caso C°  YAIXA GIG 2845 43 No actividad

G/G: homocigotos para la mutacién D105G. D.N.D.: dato no disponible.

& Existen otros 4 casos citados, pero sin datos (Stover C et al, 2005; Thiel S et al, 2007).
® Las determinaciones en suero no pudieron ser realizadas por no disponerse de muestra.
¢ Stengaard-Pedersen K et al, 2003.

d Cedzynski M et al, 2004.

° Olesen HV et al, 2006.
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La tabla VII1.3 muestra el genotipo MBL2, asi como los niveles séricos de MBL
y de MASP-2, y la actividad de la VL de los individuos homocigotos D105G. Los tres
casos presentaban ademas niveles normales de C1qg, C3 y C4. En los casos 1y 2 se midio

también la funcion de la VC y la VA, siendo ambas normales en los dos casos.

Asociacion de la mutacion D105G con susceptibilidad a patologia.

No se observaron diferencias en las frecuencias alélicas ni genotipicas entre los
grupos de pacientes analizados y la poblacion sana (tabla VI11.4). Tampoco se observo
ningun individuo homocigoto mutado entre los pacientes. Al analizar diferentes
pardmetros de gravedad y pronostico tanto en el grupo de pacientes con NAC, como en

un grupo de 89 pacientes con LES, no se encontrd asociacion con los genotipos MASP2.

Tabla VIIl.4. Frecuencias alélicas y genotipicas de la mutacion D105G del gen MASP2 en

las diferentes patologias estudiadas. Comparacion con individuos sanos.

Genotipos  Espafioles sanos  Canarios sanos NAC LES
o alelos (N=1.083) (N=445) (N=961) (N=130)
AIA 1.032 (95,29) 421 (94,61) 908 (94,48) 120 (92,31)
AIG 48 (4,43) 23 (5,17) 53 (5,51) 10 (7,69)
GIG 3(0,29) 1(0,22) 0 0
G 54 (2,49) 25 (2,81) 53 (2,76) 10 (3,85)

Los valores son el nimero de cromosomas (%) para los alelos y el nUmero de individuos

(%) para los genotipos. Para los alelos el valor total de N de las poblaciones es Nx2.

NAC: pacientes con neumonia adquirida en la comunidad. LES: pacientes con lupus

eritematoso sistémico.

DISCUSION

Dada la participacion de la MASP-2 en la activacion del sistema del
complemento, tanto mediada por la MBL, como por las ficolinas L, H y M, el
descubrimiento en 2003 (Stengaard-Pedersen K et al) de una mutacion en el gen MASP2
que reducia los niveles séricos de esta serina-proteasa, e impedia su asociacion a la MBL
y las ficolinas, junto con el hecho de que se describiera en un paciente con trastornos
autoinmunes e inflamatorios e infecciones graves, en el que la causa aparente era la
presencia de esta mutacion en homocigosis, suscitd ciertas expectativas sobre la
relevancia de esta mutacion. En el presente estudio hemos analizamos el citado

polimorfismo (D105G), tanto en relacién con su distribucion poblacional como en su
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posible papel en ciertas enfermedades, asi como su efecto en los niveles séricos de
MASP-2 y en la actividad de la VL a través de la MBL.

En comparacion a otras poblaciones europeas previamente descritas, la frecuencia
del alelo D105G es ligeramente menor en las poblaciones espariolas analizadas que en la
ampliamente descrita poblacion danesa, pero la nuestra es mayor (no significativamente)
que la otra descrita en un grupo de 104 espafoles de Barcelona (0,014) (Lozano F et al,
2005). Por otro lado, al igual que ocurre para las variantes exonicas del gen MBL2, la
frecuencia del alelo variante D105G es mayor en canarios que en el resto de las
poblaciones espafolas estudiadas. La ausencia del alelo mutado D105G que observamos
en poblacion bereber del Atlas, estaria en concordancia con la aparente exclusividad de
esta mutacion observada para la poblacion caucésica europea. Si bien Thiel et al (2007)
encuentran tres alelos mutados en un grupo de 41 esquimales del oeste de Groenlandia,
ellos mismos concluyen que ésto puede deberse a una mezcla con genes caucasicos, y
que el pequefio tamafio muestral no permite llegar a conclusiones firmes. Por otra parte,
Lozano et al (2005) encuentran dos alelos D105G en 50 arabes norteafricanos, de origen
no definido, atendidos en su hospital, pudiendo tratarse de un caso similar al de los
esquimales. Esto, junto con la ausencia de esta mutacion en las poblaciones africanas
sub-saharianas estudiadas (Lozano F et al, 2005; Thiel S et al, 2007), asi como en
asiaticos, amerindios e inuits (Thiel S et al, 2007), parece indicar que la mutacién surgio
no solo después de la divergencia de los caucasicos y los africanos, sino que aparecio en
los caucésicos europeos después de separarse esta poblacion del resto. Lo que si queda
patente es que esta variante, al igual que ocurre con otras del gen MASP2 (Lozano F et al,
2005; Thiel S et al, 2007) presenta una clara distribucion geografica, producto, bien de
diferencias genéticas étnicas, de presiones selectivas, o de ambas.

En relacion a la homocigosidad D105G, en el caso descrito por Stengaard-
Pedersen et al (2003) los autores proponen que las infecciones graves en este paciente
son debidas a la deficiencia de MASP-2, dado que esta deficiencia deberia ser mas grave
que la de la MBL por verse afectada la activacion del complemento tanto por la via de las
ficolinas, como por la via de la MBL (Sorensen R et al, 2005; Stengaard-Pedersen K et
al, 2003). Sin embargo, este paciente presentaba ademas bajos niveles de C3 y C4 y una
funcion reducida de la VA. Estas disminuciones de la funcion de la VC y de la VA
pueden haber contribuido a su mayor susceptibilidad a infecciones neumocdcicas graves.
La nifia con fibrosis quistica descrita por Olesen et al (2006) tuvo un grado de

enfermedad pulmonar extremadamente grave, sin presentar ninguno de los factores de
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riesgo comunes para semejante gravedad (presentaba ausencia de determinadas
infecciones cronicas, aparente ausencia de otras inmunodeficiencias, y unas condiciones
socio-familiares excelentes, entre otras). Todo esto hizo sugerir a los autores que el
defecto de MASP-2 era la causa principal de la gravedad de la enfermedad pulmonar de
la paciente, si bien también apuntaron que pudiera requerir la concurrencia de otros
factores que deteriorasen el sistema inmunoldgico. De hecho, ni este ni otro estudio en
fibrosis quistica (Carlsson M et al, 2005) encontraron asociacion entre la mutacion y la
enfermedad. Cabe resaltar que el resto de los casos descritos de los que se poseen datos
publicados, no parecen presentar una enfermedad asociada al defecto de la MASP-2, sino
mas bien ser el resultado de una simple distribucion estadistica. De hecho, al nifio
alérgico descrito por Cedzynski et al (2004) se le analizé el gen MASP2, junto con otros
ocho nifios de dicho estudio, por tener una actividad de la VL inesperadamente baja, no
por tener una presentacion mas grave que el resto del grupo.

El andlisis funcional de la mutacion D105G confirmé una relacion de los niveles
séricos de la MASP-2 con la presencia del alelo mutado, siendo la concentracion
practicamente nula en individuos homocigotos mutados. Por otra parte, la
heterocigosidad para D105G demostré no tener influencia sobre la actividad de la VL
dependiente de MBL. Las diferencias en dicha actividad estaban marcadas por los
genotipos MBL. Sin embargo, la homocigosis para D105G mostré en nuestros casos, al
igual que en los previamente publicados, tener un efecto drastico en la habilidad de
activar la VL. Thiel et al (2007) interpretan la no correlacion entre la concentracion de la
MASP-2 y la actividad, con la salvedad de los homocigotos mutados, como un indicador
de que la MASP-2 esta presente en exceso, al menos en caucasicos.

La deficiencia de MASP-2 y de MBL son actualmente consideradas IDPs
(Notarangelo L et al, 2006; Geha RS et al, 2007). La deficiencia de MBL ha sido
incluida como una IDP que predispone a infecciones pidgenas, aunque con una
penetrancia muy baja, advirtiendo que los estudios poblacionales realizados revelan
incrementos no detectables de infeccidn en adultos deficientes de MBL (Notarangelo L et
al, 2006; Geha RS et al, 2007). La deficiencia de MASP-2, por otra parte, ha sido
incluida en las dltimas actualizaciones completas de IDPs como un trastorno del sistema
del complemento asociado con infecciones pidgenas y con LES (Notarangelo L et al,
2006; Geha RS et al, 2007). Sin embargo, el hecho de que los tres individuos deficientes

de MASP-2 que nosotros hemos encontrado no presenten infecciones relevantes, ni
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trastornos autoinmunes ni inflamatorios, indica una baja penetrancia clinica del defecto
de MASP-2.

Queda de manifiesto que seria necesario identificar mas individuos deficientes de
MASP-2 para establecer definitivamente el significado clinico de esta alteracion genética
del sistema del complemento, que se estima afecta entre 0,4 a 1 individuos de cada mil

europeos.
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Resumen y discusion general

RESUMEN Y DISCUSION GENERAL

Niveles séricos, funcionalidad y frecuencias génicas de la MBL/gen MBL2 en la
poblacién general.

La considerable variacion de la frecuencia de los polimorfismos del gen MBL2 en
diversas poblaciones, y la influencia que dichos polimorfismos tienen en los niveles
séricos de la proteina, hacen necesario establecer las frecuencias alélicas y genotipicas
en las distintas poblaciones, asi como corroborar la correspondencia existente entre el
genotipo MBL2 y los niveles séricos de MBL y la actividad sérica de la VL dependiente
de MBL, como paso previo a cualquier estudio de asociacién con enfermedad.

El capitulo IV de esta memoria confirma la asociacion gradual que existe entre
los genotipos MBL2 y los niveles séricos de MBL, asi como con la actividad de la VL
mediada por MBL. Esta asociacion nos permite realizar estudios de este gen agrupando
los diversos genotipos existentes, en base a su funcionalidad, como genotipos suficientes
e insuficientes. Por otra parte, en dicho capitulo se establecen las frecuencias alélicas y
genotipicas del gen MBL2 en poblacion espafiola (incluida la canaria) y bereber,
mostrando la concordancia de estas frecuencias con el origen étnico de las poblaciones y
permitiendo, ademas, los posteriores estudios de susceptibilidad a enfermedad.

MBL vy el lupus eritematoso sistémico.

El LES es una enfermedad autoinmune multifactorial y poligénica, cuya etiologia
precisa permanece desconocida. Dada la implicacion de la MBL en la activacion del
sistema del complemento, diversos estudios han tratado de relacionar su defecto con un
riesgo aumentado de LES, asi como con diversas manifestaciones clinicas de esta
enfermedad, si bien los resultados obtenidos han sido contradictorios.

La gran similitud observada en las frecuencias génicas de MBL2 entre pacientes
con LES y controles, tal como se muestra en el capitulo V, indica que el defecto de MBL
no es un factor de riesgo para el desarrollo de LES en nuestra poblacion. Por otra parte, la
menor frecuencia observada de ciertos autoanticuerpos en pacientes con alelos mutados o
con genotipos de produccion deficiente de MBL, indica que el defecto de MBL si se
asocia con una menor prevalencia de autoanticuerpos en pacientes con LES. Asi mismo,
la media de edad significativamente mayor que se observd, tanto al inicio de la
enfermedad como al diagnostico de LES, en pacientes con genotipos de produccion
defectiva, indica que el defecto de MBL tambiéen se asocia con una edad mas tardia del
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comienzo y del diagnostico de la enfermedad. Conjuntamente, estos resultados sugieren
que la deficiencia de MBL es un factor modulador de la enfermedad.

MBL e infeccién por el VIH.

El papel del complemento en la infeccion por el VIH es complejo. Los datos
previos sobre el papel de la MBL en la susceptibilidad a infeccion por el VIH y la
progresion de la enfermedad son controvertidos. Por un lado, estudios in vitro han
demostrado que la MBL puede unirse de manera eficiente a la glicoproteina gp-120 de la
envoltura del VIH-1, pero por otra parte, se ha visto que el VIH es relativamente
resistente in vitro a la neutralizacion por los niveles de MBL presentes normalmente en
suero.

El capitulo VI muestra los resultados del estudio para polimorfismos del gen
MBL2 realizado en el mayor grupo homogéneo de pacientes con VIH publicado hasta la
fecha. Dichos resultados indican que la insuficiencia de MBL no es un factor protector
frente a la infeccién por VIH en nuestra poblacion. La disminucion observada en las
edades al diagnostico de VIH en asociacion con los alelos y genotipos variantes de
MBL2, apoyaria un papel de la deficiencia de MBL en la infeccién por VIH; sin
embargo, estos hallazgos podrian explicarse simplemente por un aumento de la
susceptibilidad a otras enfermedades infecciosas, las cuales llevan a un diagnostico mas

temprano de la infeccion por el VIH en pacientes deficientes de MBL.

MBL y tuberculosis.

La MBL juega un papel en la fagocitosis y en la activacion del complemento. Su
deficiencia se ha asociado con una susceptibilidad aumentada a enfermedades
infecciosas, a pesar de lo cual, los alelos no productores de MBL son comunes en la
mayoria de las poblaciones, sugiriendo alguna ventaja selectiva para estos alelos. Una de
estas ventajas podria ser una mayor resistencia a patdgenos intracelulares, como el M.
tuberculosis, por lo cual cabria esperar una menor frecuencia del defecto de MBL entre
los pacientes con tuberculosis.

Sin embargo, en el estudio presentado en el capitulo VI, las frecuencias alélicas y
genotipicas del gen MBL2 de los pacientes con TBC sin VIH no difirieron
significativamente de las del grupo control. Esto es indicativo de una ausencia de
asociacion entre las variantes del gen MBL2 y la TBC, al menos en individuos no

inmunocomprometidos.
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MBL y tuberculosis en individuos con VIH.

En muchas poblaciones, gran parte del resurgimiento de la TBC puede ser
atribuido a la epidemia de infeccion por el VIH, el cual aumenta considerablemente el
riesgo tanto de TBC primaria como de reactivacion. Diversos estudios llevan a pensar
que, el papel que el defecto de MBL pueda tener en el riesgo de infeccion, se hace mas
evidente en el contexto de otro defecto inmunoldgico, ya sea por una inmunodeficiencia
primaria, o secundaria (como es el caso del SIDA), o durante el periodo de
vulnerabilidad en la infancia temprana, asi como en individuos inmunocomprometidos
por quimioterapia.

En el capitulo VI se estudia la asociacion de las variantes del gen MBL2 con la
TBC en individuos infectados por el VIH. Los resultados muestran una menor frecuencia
de alelos y genotipos insuficientes de MBL (en unos casos significativa y en otros no) en
estos pacientes con TBC VIH+, que en aquellos VVIH sin TBC y que en el grupo control.
Esto indica que, los alelos y genotipos insuficientes para MBL, pueden ser un factor débil
de proteccion frente a la TBC en el caso de individuos en los que coexisten otros factores
de predisposicion que comprometen su sistema inmunoldgico, como es el caso de los

pacientes infectados por el VIH.

MBL y neumonia comunitaria.

La NAC es la causa principal de muerte por infeccion en los paises desarrollados.
Su presentacion clinica y su evolucion resultan de una interaccién compleja entre
distintos factores, tanto del microorganismo causante, como de la intervencién
terapéutica y de factores del hospedador. La MBL, debido a su mediacion en la
fagocitosis y en la activacion de la VL del sistema del complemento, ha sido relacionada
con diversas patologias infecciosas.

En el capitulo VII del presente estudio, se analiza el significado de la
variabilidad del gen MBL2 en la susceptibilidad a y en la gravedad y progresion de la
NAC en un amplio grupo de adultos. En primer lugar, la comparacion de las frecuencias
alélicas y genotipicas del gen MBL2 entre pacientes y controles, no apoya que la
insuficiencia de MBL tenga un papel en la susceptibilidad a NAC, sino que sugiere que
la MBL juega un papel redundante en las defensas humanas frente a la infeccion primaria
en adultos con NAC. Por otra parte, este estudio muestra, por primera vez, evidencias de
que la insuficiencia de MBL predispone a formas mas graves de sepsis y a desenlace fatal

en pacientes con NAC, independientemente de los microorganismos causantes.
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Relevancia del defecto de MASP-2.

La mutacion D105G del gen MASP2, descrita en homocigosis en 2003 en un
paciente que presentaba trastornos inflamatorios y autoinmunes, e infecciones graves por
S. pneumoniae, impide la unién de la MASP-2 a la MBL vy las ficolinas, no permitiendo
la activacion de la VL. La deficiencia de MASP-2 y de MBL son actualmente
consideradas IDPs, y han sido incluidas en las dos ultimas actualizaciones (2006 y 2007)
como IDPs que predisponen a infecciones piogenas y, en el caso de la de MASP-2,
también a LES.

En la presente memoria, en el capitulo VIII, se analiza el citado polimorfismo
(D105G), tanto en relacién con su distribucion poblacional, como en su posible papel en
enfermedades autoinmune e infecciosas, asi como su efecto en los niveles séricos de
MASP-2 y en la actividad de la VL a través de la MBL. Se establece una homocigosis
esperada para la mutacion D105G en poblacion espafiola de 6,2 individuos por cada
10.000, y se encuentran tres individuos adultos deficientes de MASP-2 pero,
sorprendentemente, los tres son individuos sanos que no muestran infecciones relevantes,
ni trastornos autoinmunes o inflamatorios detectables. Por otra parte, tampoco se observa
una asociacion de la mutacion D105G con la NAC o el LES. Los resultados de este
estudio indican una baja penetrancia clinica del defecto de MASP-2, y muestran la
necesidad de estudios adicionales para establecer definitivamente la relevancia clinica de

esta alteracion.
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Hasta la fecha, gran namero de estudios han sefialado la influencia del defecto
de la MBL, tanto en la infeccion, como en la autoinmunidad. Por una parte, esta bien
documentada la capacidad de la MBL para unirse a un amplio rango de bacterias, virus,
hongos y protozoos. Por otra parte, han sido identificados diversos ligandos endégenos
de la MBL (células apoptéticas y necrdticas, tejidos isquémicos, células endoteliales
anoxicas, células cancerigenas, inmunoglobulinas, &cidos nucleicos, fosfolipidos)
(Takahashi K et al, 2006).

Acrticulos de revision recientes (Garred P et al, 2006; Dommett RM et al, 2006)
exponen diversas ideas interesantes respecto a la evolucién y seleccion de la MBL y los
polimorfismos de su gen. La MBL es una molécula muy antigua que, a lo largo de toda
la historia de la evolucion humana, ha estado sometida a mdltiples cambios en las
presiones selectivas, debido a diversas causas, como los cambios en el tipo de vida de los
hominidos (de némadas a asentamientos poblados, habitos alimenticios, etc), en el
espectro de enfermedades y, méas recientemente, la introduccién de los antibidticos y la
aparicion de terapias inmunosupresivas (si bien estos dos ultimos aspectos dificilmente
han tenido tiempo de dejar su huella a nivel evolutivo). A pesar de todo esto, las
variantes del gen MBL2 no productoras de proteina, persisten en frecuencias elevadas,
con pocas excepciones, a lo largo de todo el planeta. Esto ha llevado inevitablemente a
pensar en la existencia de fuerzas selectivas que favorecieran la supervivencia de los
portadores de estos alelos, de manera que estos polimorfismos del gen se habrian
mantenido por heterosis (ventaja asociada a los individuos heterocigotos). La existencia
de ciertas poblaciones con frecuencias de alelos variantes muy elevadas, podrian
justificarse debido a efectos fundadores, solos o0 conjuntamente con el efecto de la deriva
genética, lo cual supondria que la MBL no juega ningan papel y su funcion defectuosa es
reemplazada por otras proteinas. Esta idea estaria apoyada por los resultados obtenidos
por Verdu et al (2006) y Boldt et al (2006), como ya se discutio en el capitulo IV. Sin
embargo, estas teorias neutralistas dejarian un cabo suelto: la aparicién de eventos
moleculares distintos, como son las mutaciones del exén 1 del gen MBL2 en distintos
lugares geogréficos, lo cual nos vuelve a llevar al concepto de seleccién, y a las dos
teorias, no mutuamente excluyentes, sobre las posibles fuerzas selectivas que han podido
mantener en elevada frecuencia estos polimorfismos (defensa frente a patdgenos
intracelulares y reduccién de posibles dafios por exceso de activacion del complemento).
A pesar de todo esto, esas posibles fuerzas selectivas siguen siendo meras hipétesis que

ningun estudio hasta la fecha, incluido el presente, han podido confirmar.
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Las formas clésicas de herencia mendeliana de inmunodeficiencia son
importantes, pero cada vez resulta mas evidente que son muchos los genes que participan
en la primera linea de defensa del hospedador, y que sus patrones de herencia no siguen
necesariamente las reglas de la genética mendeliana.

Un estudio realizado en 2004 (Dahl M et al) monitoriza 9245 adultos daneses
caucésicos e investiga la asociacion del defecto de MBL con el riesgo de infeccion, otras
enfermedades comunes y muerte, durante un periodo de afios, no encontrando diferencias
significativas en relacion a las enfermedades infecciosas o a la mortalidad en individuos
deficientes de MBL respecto a no portadores de mutacién estructural. Por otra parte, un
estudio previo (Tacx AN et al, 2003) encuentra resultados similares en adultos
hospitalizados con fiebre de nueva aparicion. A pesar de lo contundente de estos
resultados, otros muchos estudios sugieren que la MBL es un factor de predisposicion a
ciertas enfermedades, o un factor modulador de éstas.

Resulta de utilidad analizar los resultados de otros autores obtenidos en
modelos de enfermedad deficientes de MBL, realizados en ratones KO de MBL y sin
actividad de la via MBL-MASP. En un modelo de raton KO de MBL inoculado con S.
aureus (Shi L et al, 2004) por via intravenosa, el raton resultdé ser mucho mas susceptible
a la infeccion sistémica; cuando el indculo fue por via intraperitoneal, no causé un efecto
adverso, a menos que al ratén KO se le hubiera inducido también una neutropenia. En
otro modelo de KO de MBL (Moller-Kristensen M et al, 2006) en que, tras quemadura,
se realiz6 un indculo de P. aeruginosa en el sitio de la herida, todos los ratones KO
murieron por septicemia, mientras que sélo un tercio de los de genotipo normal lo hizo;
si bien no se observaron diferencias entre ambos grupos respecto a la defensa frente a la
bacteria en el lugar del indéculo, si se observaron diferencias en la contencion de la
diseminacion de la infeccion. Asi pues, estos resultados muestran, al menos en modelos
murinos, que la ausencia de MBL favorece la infeccion bacteriana sistémica y la muerte
solo cuando hay otro factor de predisposicion a la infeccion concomitante, como la
neutropenia o la quemadura grave. Estos resultados no hacen mas que apoyar una idea ya
propuesta por diversos autores desde hace tiempo, y es que el papel de la MBL se aprecia
de manera significativa cuando coexiste otro defecto relevante. De hecho, como ya se ha
citado a lo largo de esta memoria, son diversas las evidencias que sugieren que la
deficiencia de MBL es mas relevante cuando la inmunidad estd comprometida, ya sea

como consecuencia de inmadurez inmunoldgica, o debido a comorbilidades o
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tratamientos meédicos. Los resultados obtenidos en nuestro estudio sobre el desarrollo de
TBC en individuos infectados por el VIH, estarian de acuerdo con esta idea.

Respecto a la autoinmunidad, el ratén nulo en MBL (Stuart LM et al, 2005) ha
mostrado un efecto en el aclaramiento de las células apoptdticas, pero no desarrolla
espontaneamente enfermedades autoinmunes, linfoproliferacion o expansion de los
centros germinales. Asi pues, por si solo, el fallo en el aclaramiento de las células
apoptoticas no se asocia directamente con el desarrollo de autoinmunidad en este
modelo; la autoinmunidad seria un proceso en el que estarian implicados multiples genes
y la MBL seria, como mucho, un factor modificador del fenotipo autoinmune, como
parecen indicar también nuestros resultados.

Desde hace unos cuantos afios, diversos grupos se han planteado la posibilidad
del uso de MBL como terapia en ciertas situaciones clinicas. Ya en el afio 1998
(Valdimarsson H et al) se testaron infusiones de MBL purificada de plasma en
individuos deficientes de MBL, observandose un reestablecimiento de la MBL sérica y
de la opsonizacion, y sin objetivarse efectos adversos. Ensayos clinicos posteriores en
fase | (Valdimarsson H, 2003; Valdimarsson H et al, 2004; Petersen KA et al, 2006)
mostraron, en individuos sanos deficientes de MBL, que esta terapia era segura y (til.
Estos ensayos no s6lo obtuvieron resultados prometedores, sino que también plantearon
ciertas cuestiones. En primer lugar, la vida media de la MBL empleada es corta (entre 18
y 115 horas), de manera que, para mantener los niveles suficientes de MBL en suero, se
deberia administrar 2 0 3 veces a la semana, convirtiendo esta terapia en costosa y ardua.
Por otra parte, si bien no se ha descrito ninglin proceso adverso hasta la fecha, la infusion
de MBL en individuos deficientes tendria el potencial de inducir efectos negativos, por
ejemplo, procesos autoinmunes, o realzar el dafio mediado por complemento. Si se
confirmara la ausencia de efectos adversos, la terapia con rhMBL podria ser usada
eficientemente en individuos con haplotipos de baja produccion. Quedaria por esclarecer
los candidatos tedricos para beneficiarse de esta terapia. En principio, deberian ser
individuos bien definidos, a ser tratados durante periodos cortos, por ejemplo, para
profilaxis frente a infeccibn en el contexto de individuos neutropénicos por
quimioterapia. El tratamiento de trastornos crénicos seria mas complejo. Asi, a pesar de
lo prometedor de la terapia de reemplazamiento, de momento no es mas que un campo de
investigacion y no una herramienta terapéutica. Se necesitan, en primer lugar, estudios
rigurosos de genotipaje de MBL en largas cohortes de pacientes para establecer las

asociaciones mas importantes con enfermedad e identificar aquellos grupos de pacientes
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en los que esta terapia seria mas beneficiosa, y posteriores ensayos en estas
enfermedades, de manera que la investigacion sobre la MBL llegue a su fin ultimo de
poder ser util, pasando de ser una posible herramienta diagnostica, a ser una herramienta
terapéutica en determinados grupos de pacientes.

Finalmente, hay sefialar que, si bien desde el primer estudio de las
implicaciones clinicas de la deficiencia de MBL hasta la fecha, nuestro conocimiento de
la VL ha crecido enormemente, hasta el punto de poderse proponer diversos mecanismos
mediante los cuales la MBL puede jugar un papel en la gravedad de distintas
enfermedades, queda ain mucho por conocer sobre esta proteina y los procesos en los
que estd implicada. Desafortunadamente, en base a los conocimientos actuales, no
podemos establecer el mecanismo definitivo por el que la insuficiencia de MBL se
relaciona con un peor pronostico en las enfermedades estudiadas en el presente trabajo.
Por otra parte, cabe resaltar que el descubrimiento de otros componentes de la VL ha
mostrado lo complejo de esta via del sistema inmunoldgico, que se extiende més alla de
la MBL. Un ejemplo claro fue el descubrimiento en 2003 de la mutacién D105G del gen
MASP2, que en homocigosis pasé a ser considerada una IDP. Esto nos lleva a
plantearnos la necesidad de mas estudios, no sélo en el &mbito de la MBL, sino de las
demés MASPs y de las ficolinas, con el fin de averiguar el papel de todas ellas en la VL,
asi como otras posibles funciones. A la vista de los resultados, la medicién funcional de
la VL seria tanto 0 mas relevante clinicamente que la mera medicion de los niveles de
MBL.
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CONCLUSIONES

En base a todo lo previamente expuesto, se llega a las siguientes conclusiones:

A.l. La distribucion de los alelos estructurales del gen MBL2 en poblacién
canaria es similar a la de otras poblaciones europeas, si bien, en nuestra poblacion, la
frecuencia del alelo O, de individuos O/O y la heterocigosidad media, son algo mayores

que en el resto de las poblaciones europeas y asiaticas estudiadas.

A.2. La distribucién de los haplotipos de MBL2 en la poblacion canaria y en el
total de la poblacion espafiola, difiere significativamente de la de poblacion bereber,
esquimal, japonesa, africana subsahariana y sudamericana, y de las poblaciones europeas
checa y danesa, no difiriendo significativamente de otras poblaciones europeas (alemana,

noruega, ni del Reino Unido).

A.3. La poblacion bereber difiere significativamente de la canaria en la
frecuencia del alelo estructural D y de los haplotipos LYPA y LXPA, y en la frecuencia
del genotipo A/D, mientras que se diferencia del conjunto de la poblacion espafiola en la
frecuencia del alelo D, del haplotipo LXPA y del genotipo A/D.

A.4. Los niveles séricos de MBL vy la actividad de la VL dependiente de MBL
varian en funcién del genotipo MBL2, asociandose una menor produccion de proteina y
una menor actividad a los alelos X y O. Esto nos permite agrupar los multiples genotipos

de MBL2 como genotipos suficientes y genotipos insuficientes.

B.1. Los alelos y genotipos del gen MBL2 asociados a la produccion insuficiente
de proteina no son un factor de susceptibilidad de padecer LES.

B.2. El defecto de MBL se asocia a una menor prevalencia de autoanticuerpos y
a una edad mas tardia del comienzo de la enfermedad y del diagnéstico de LES, lo cual

sugiere que la deficiencia de MBL es un factor modulador de la enfermedad.

C.1. El defecto de MBL no es un factor de riesgo de infeccion por el VIH.

C.2. El defecto de MBL no es un factor protector de padecer TBC activa en

individuos VIH-negativos, si bien si puede ser un factor débil de proteccion frente a TBC
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en individuos VIH-positivos, lo que sugiere que pueda tener un papel en individuos con
otros factores para predisposicion a TBC, o inmunocomprometidos.

D.1. La insuficiencia de MBL no es un factor de riesgo frente a la infeccion

primaria en adultos con NAC.

D.2. La insuficiencia de MBL predispone a una mayor gravedad (como
desarrollar formas més graves de sepsis, fallo respiratorio agudo, fallo multiorganico, y
necesidad de ingreso en UCI) y a un peor prondstico (muerte en un periodo de 90 dias),

independientemente de los microorganismos causantes.

E.1. Las frecuencias alélicas y genotipicas del alelo mutado D105G del gen MASP2
no varian significativamente entre canarios, ni entre el conjunto de espafioles, respecto a
bereberes. Respecto a la poblacidn europea, la frecuencia de genotipos portadores de la
mutacion es ligeramente mayor en poblacion danesa que en la poblacion espafiola total y
que en la canaria en particular, mientras que esta frecuencia es menor, aungue no

significativamente, en poblacion sueca.

E.2. Los niveles séricos de MASP-2 varian en funcion del genotipo MASP2, mientras
que la actividad de la VL dependiente de MBL, si bien es practicamente nula en los

homocigotos D105G, no se ve afectada por la heterocigosidad para dicho alelo.

E.3. La presencia del alelo D105G del gen MASP2 no se asocia con la susceptibilidad
ni con la gravedad de enfermedades autoinmunes e infecciosas, como son el LES y la
NAC en adultos.

E.4. El hallazgo de tres individuos sanos deficientes de MASP-2, sin infecciones
relevantes, ni trastornos autoinmunes o inflamatorios, indica una baja penetrancia clinica
del defecto de MASP-2.
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LISTADO DE ABREVIATURAS MAS EMPLEADAS

ACR: American Collage of Rheumatology.
ANA: Anticuerpos antinucleares.
CRD: Dominio de reconocimiento de carbohidratos (Carbohydrate recognition domain)
dNTP: Deoxinucleotidos trifosfato
dsDNA: ADN de doble cadena.
ELISA: Enzimoinmunoanalisis de adsorcion (Enzyme-linked immunoadsorbent assay).
ETM: Error tipico de la media.
FMO: Fracaso multiorgénico.
g: Fuerza de la gravedad.
HR: Hazard ratio.
HRP: Peroxidasa del rabano (Horseradish peroxidase).
IC: Intervalo de confianza.
IDP: Inmunodeficiencia primaria.
IGN: indice de gravedad de la neumonia.
KDa: KiloDalton.
KO (ratdn): Raton nulo (Knock out)
La/SSB: Ribonucleoproteina La.
LES: Lupus eritematoso sistémico.
LPS: Lipopolisacérido.
MASP: Serina-proteasa asociada a MBL (MBL-associated serine-protease).
MBL.: Lectina de unién a manosa (Mannose-binding lectin).
NAC: Neumonia adquirida en la comunidad.
NSG: No sepsis grave.
OR: Odds ratio.
pb: Pares de bases.
PCR: Reaccidén en cadena de la polimerasa (Polymerase chain reaction).
PCR-SSP: PCR con oligonucledtidos especificos de secuencia (Sequence specific
primers-PCR).
PGN: Peptidoglicano.
RFLP: Polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion (Restriction
fragment length polymorphisms).
rhMBL: MBL recombinante humana (recombinant human MBL).
Ro/SSA: Ribonucleoproteina Ro.
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Abreviaturas

s: Segundo.

SDM-PCR: PCR con mutagénesis dirigida de sitio (Site directed mutagenesis-PCR).
SDRA: Sindrome de distrés respiratorio agudo.

SG: Sepsis grave.

ShS: Shock séptico.

SIDA: Sindrome de inmunodeficiencia adquirida.

SIRS: Sindrome de la respuesta inflamatoria sistemica (Systemic inflammatory response
syndrome).

SLAM: Medicion de la actividad del lupus sistémico (Systemic lupus activity measure).
SLEDAI: indice de actividad de la enfermedad del lupus eritematoso sistémico
(Systemic lupus erythematosus disease activity index).

Sm: Antigeno Smith.

TBC: Tuberculosis.

TMB: Tetrametilbencidina.

U1RNP: Ribonucleoproteina U1.

UCI: Unidad de cuidados intensivos.

UT (regidn): region no traducida (Untranslated region).

VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana.

VA: Via alternativa.

VC: Viaclasica.

VL: Via de las lectinas.

vS.: Versus.
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