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I. Introduccion

1. Streptococcus pneumoniae

1.1. Enfermedades neumococicas

Streptococcus pneumoniae (neumococo) es una bacteria encapsulada Gram positiva que
frecuentemente se encuentra formando parte de la microbiota de la nasofaringe de forma
transitoria y asintomatica, pero que puede migrar a tejidos y érganos estériles y causar
infeccion. Se estima que el rango de personas portadoras de esta bacteria comensal en la
nasofaringe varia del 4-10% en adultos sanos al 20-65% en niflos sanos, aunque su prevalencia
varia en funciéon de la poblacion, la edad y la localizacién geografica (1-5). Este alto porcentaje
implica que aquellos individuos portadores puedan transmitir el neumococo al resto de la
poblacién y que, ademas, el microorganismo se propague en el individuo portador y provoque

enfermedad neumocdcica.

El principal mecanismo de transmision del neumococo es mediante contacto directo
persona-persona a través del contacto directo que se produce entre las secreciones del
sistema respiratorio del portador e individuos sanos. Otro mecanismo demostrado de
propagacion del microorganismo es a través de fomites ya que el neumococo puede crear
biofilms en objetos inanimados y sobrevivir en el medioambiente durante un largo periodo de
tiempo (6,7). En la mayoria de las ocasiones el neumococo coloniza la nasofaringe de forma
asintomatica durante seis semanas como maximo (5). No obstante, si el hospedador no es
capaz eliminar la bacteria inmediatamente después de la colonizacién, ésta se puede
multiplicar, producir alteraciones en la flora no patdgena del sistema respiratorio y propagar a
otros tejidos y drganos dando lugar a infecciones (8). Este tipo de infecciones causadas por S.

pneumoniae se conocen como enfermedades neumocécicas.

Las enfermedades neumocdcicas causan una amplio rango de enfermedades, desde
infecciones comunes del tracto respiratorio superior, como sinusitis, faringitis u otitis media
aguda (OMA), a afecciones invasivas graves como empiemas o meningitis. Estas uUltimas son
menos frecuentes pero causan una alta tasa de morbilidad, mortalidad y hospitalizacion en
todo el mundo. Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las enfermedades
neumocécicas constituyen una de las diez primeras causas de muerte en el mundo. De hecho,
en los paises con menos recursos econdémicos, las infecciones de las vias respiratorias

inferiores son la principal causa de muerte por una enfermedad trasmisible (9).

El neumococo afecta a sujetos de todas las edades, aunque los nifios pequefnos (<2

afios) y los ancianos (adultos 265 afios) son las poblaciones mas afectadas, debido a la
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inmadurez inmunoldgica en el primer caso y a la inmunosenescencia en el segundo (10). En
2016, se produjeron 2.377.697 muertes en el mundo debido a infecciones del tracto
respiratorio inferior, que afectaron principalmente a nifios menores de 5 afios y a adultos
mayores de 70. El S. pneumoniae fue el agente etioldgico responsable en mds de la mitad de
los casos (11). A pesar de que en los Ultimos afios estas cifras se han ido reduciendo gracias a la
introduccion de las vacunas neumocdcicas conjugadas, el neumococo continta produciendo
cuadros clinicos graves ya que ha desarrollado resistencia a antimicrobianos y se han
generado nuevos serotipos con diverso grado de patogenicidad. Hoy en dia la neumonia
continua siendo la principal causa de mortalidad entre todas las enfermedades respiratorias e
infecciosas, mas aun que el sida, la malaria o la tuberculosis (12). Es la principal causa de
mortalidad en nifios menores de 5 afios a nivel mundial (13). La OMS informé que cada 20
segundos un niflo muere de neumonia (14). Las estas enfermedades ocasionan un elevado
gasto en la sanidad publica. Se estima que en Europa la neumonia supone un coste anual de
alrededor de 10 billones de euros, que muy posiblemente se vea incrementado en los

proximos afios como consecuencia del aumento de la esperanza de vida.

Las enfermedades neumocécicas en funcién del grado de diseminacion del neumococo
se clasifican en enfermedades neumocdcicas no invasivas (ENnl) e invasivas (ENI). En las ENnl
se pueden ver afectadas tanto las vias respiratorias superiores provocando sinusitis, OMA o
faringitis, como las vias respiratorias inferiores causando neumonia o bronquitis (figura 1)

(10,15).

El neumococo causa bronquitis debido a inflamacion del epitelio ciliado que recubre el
arbol bronquial. Puede producir incremento de las secreciones y dificultad respiratoria. La
etiologia mas frecuente de la bronquitis aguda es virica, sin embargo, en pacientes con
bronquitis crénica, el neumococo ocasiona el 15-25% de los casos (16). La neumonia es una
inflamacién del parénquima pulmonar debida a un agente infeccioso, puede ser causada por
virus, hongos o bacterias. S. pneumoniae es, segin la mayoria de las series, el agente
etiolégico mas frecuente, provocando ademds el 56% de las muertes (17); le sigue en
frecuencia el Haemophilus influenzae tipo b. El virus de la gripe y el virus respiratorio sincitial
también son responsables de un ndmero significativo de casos (18). En la actualidad nos
enfrentamos a una pandemia causada por un coronavirus, el SARS-CoV-2, responsable de la
enfermedad COVID-19 que ha afectado ya a 188 paises y ha provocado mas de doce millones
de casos y mas de 550.000 muertes en todo el mundo. En el 75% de los pacientes sintomaticos
infectados por el SARS-CoV-2 la enfermad suele agravarse y causar neumonia (19). Los cuadros

mas graves afectan principalmente a personas de edad avanzada o con alguna enfermedad de
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base. La neumonia no es un proceso Unico, sino un grupo de infecciones causadas por distintos
microorganismos, y que afecta a diferentes tipos de personas, lo que condiciona una
epidemiologia, una patogenia, un cuadro clinico y un prondstico diverso. Cuando afecta a la
poblacién general se denomina neumonia adquirida en la comunidad (NAC). Se diferencia asi
de la que aparece en pacientes ingresados en un hospital o en personas que tienen otros
factores de riesgo asociados a una mayor probabilidad de infeccién por agentes patdgenos
resistentes a los antimicrobianos (20). La NAC es la mas frecuente y es causada principalmente
por S. pneumoniae (NNAC) tanto en nifios como en adultos. Se estima que en adultos el
neumococo causa en torno al 19,3% de las NAC en europeos y el 27,3% a nivel mundial (21,22)
y en nifios el 35% (23). A pesar de que el SARS-CoV-2 esta causando grandes estragos
econdmicos, sanitarios y sociales, S pneumoniae continua siendo el principal agente etoldgico

de la neumonia adquirida en la comunidad (NAC) en nuestro pais.

s Meningitis

Sinusitis

Faringitis

Bronquitis

Neumonia/neumonia complicada
Empiema

» Bacteriemia

8e—=1 > Artritis

w— Streptococcus pneumoniae

Figura 1. Representacidn de las principales enfermedades neumocdcicas.

A pesar de que individuos sanos sean portadores de Streptococcus pneumoniae en la nasofaringe pueden
propagarse e invadir diversos tejidos causando enfermedades neumocécicas. Enfermedades neumocdcicas
no invasivas: en azul se reflejan algunas delas infecciones respiratorias que afectan al tracto superior (como
sinusitis y faringitis) y en verde, las que afectan al tracto respiratorio inferior (bronquitis y neumonia); en
rojo se representan las enfermedades neumocdcicas invasivas (meningitis, neumonia complicada, empiema,
bacteriemia y artritis.
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La ENI se caracteriza por la presencia de S. pneumoniae en tejidos y fluidos corporales
gue normalmente son estériles, tales como la sangre o el liquido cefalorraquideo (LCR). Esta
infeccidon da lugar principalmente a cuadros clinicos como meningitis, empiemas, abcesos,
neumonias neumocdcicas bacteriémicas o bacteriemias sin foco (figura 1) (24). Esta capacidad
de infeccidon, como se vera en apartado 1.3 de la presente Tesis Doctoral, se debe a que S.
pneumoniae tiene diversos factores de virulencia que le permiten evadir la respuesta inmune
del hospedador y promover la invasidon. En Espaia en 2017, el ratio de ENI fue de 6,6 casos
por 100.000 habitantes. Cifras similares a las de la Unién Europea (6,2 casos por 100.000
habitantes). En un estudio realizado en Estados Unidos, con 16.000 casos de ENI adultos, la
forma mas frecuente fue la neumonia (53%), seguido de bacteriemias sin foco (40%) y
meningitis (5%) (25). La meningitis es la presentacién clinica mdas grave de las ENI. El
neumococo es el segundo agente etioldgico mas frecuente de las meningitis bacterianas,
ocasionando el 50% de todos los casos en la Unién Europea. El primer agente causal es
Neisseria meningitidis, pero la tasa de letalidad y las complicaciones neuroldgicas son mayores
en el caso de la meningitis neumocdcica, que es responsable del 30% de la tasa de letalidad
(26). La mayoria de los casos de meningitis neumocdcicas se produce en nifios menores de 2
afios. En el caso de las bacteriemias ocultas y las neumonias bacteriémicas el neumococo es el
principal agente causal. A pesar que la ENI es mucho menos prevalente que la ENnl, la ENI
produce alto riesgo de mortalidad (un 10% la meningitis y un 15% la bacteriemia) y los que
superan la enfermedad pueden quedar con secuelas significativas (27). En 2015 la OMS estimd
gue aproximadamente un millén de nifios menores de 5 afios mueren cada afio debido a una
infeccion neumocécica invasiva. Otra ENI es la artritis causada por la infeccion de las
articulaciones y que, a pesar de no ser muy frecuente, es una enfermedad importante en edad
pedidtrica debido a las secuelas permanentes que produce. La bacteriemia causada por
neumococo causa unos 12.000 casos al afio y suele ir acompafiada de otra infecciones
neumocdcicas (7). Por tanto, a pesar de que S.pneumoniae produce predominantemente una
colonizacion asintomatica de la nasofaringe, también puede ocasionar graves problemas de

salud de las personas, en especial, en individuos inmunocomprometidos.

1.2. Predisposicion a la enfermedad neumocécica

Son diversos los factores asociados a una mayor susceptibilidad y a un peor prondstico

en la EN. Los principales factores de riesgo se definen a continuacién.
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1.2.1 Agente causal

La versatilidad de la bacteria determina diferencias en su capacidad de colonizacién y de
provocar infeccién, asi como de ocasionar cuadros mas graves. En concreto, como se verd en
el capitulo siguiente, S. pneumoniae ha desarrollado diversos mecanismos para evadir la
respuesta inmunoldgica, entre los que destacan las diferencias antigénicas de los polisacaridos

capsulares.

1.2.2 Factores socioecondmicos y sociodemograficos

Diversos estudios han demostrado que en los hogares con bajos ingresos hay una mayor
incidencia de infeccién neumocécica (28). La malnutricién, los hogares con mala ventilacién y
la contaminacion del aire son factores extrinsecos que también pueden aumentar la incidencia
de enfermedad neumocdcica. También se ha asociado mayor riesgo de ENI en fumadores
pasivos de edad pediatrica, en fumadores activos y en enolismo crdnico (29). La etnicidad
parece ser un factor de riesgo, dado que se ha observado una mayor susceptibilidad en
individuos afroamericanos y nativos americanos. EI Centro de Control y Prevencién de
Enfermedades de Estados Unidos determind en 2016 que la ENI tuvo un ratio de incidencia en
americanos blancos de 8,7 en 100.000 mientras que en americanos negros fue 13,9 en 100.000

(30).

1.2.3 Factores adquiridos del huésped

Las comorbilidades o el estado de inmunizacidon del huésped también influyen en la
susceptibilidad a la infeccion (28,31). La edad es un factor de riesgo primordial ya que los nifios
menores de 2 anos y las personas mayores de 65 afos son mas susceptibles. Esto es debido a
gue el sistema inmunitario de los nifios es inmaduro, y a que la respuesta inmune disminuye
conforme aumenta la edad (inmunosenescencia) (15) . Existen también discrepancias sexuales,
el sexo masculino estd asociado en la susceptibilidad a la ENI (32). Los pacientes
inmunodeprimidos debido a infeccidn por el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) o
tratamientos inmunosupresores y los pacientes con enfermedades inflamatorias respiratorias
crénicas son mas susceptibles a la infeccién neumocdcica (33,34). El Comité Asesor sobre
Practicas de Inmunizacién (ACIP, Advisory Committee on Immunization Practices) define como
personas de riesgo a enfermedades neumocécicas a aquellas inmunocompetentes por
enfermedad pulmonar, cardiaca o hepdtica crénica, alcoholismo, tabaquismo o por llevar un
implante coclear, a personas con asplenia congénita o adquirida y a personas
inmunodeprimidas por infeccidon del HIV, cancer, tratamiento inmunosupresor, trasplante de

6rganos o inmunodeficiencia congénita o adquirida (35).
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1.2.4 Predisposicion genética del huésped

Actualmente son muchas las evidencias que sugieren un elevado componente
hereditario del huésped en la susceptibilidad a las infecciones y en la gravedad con la que
cursa la infeccidon (36). Existen distintos tipos de herencia implicados en la predisposicion a la
infeccidn que pueden clasificarse en monogénica (un solo gen implicado), o poligénica (varios
genes implicados). Por otra parte, incluso en el caso de una herencia monogénica, hay genes
qgue pudieran tener un efecto modificador mayor sin llegar a asociarse per se a una herencia

monogénica.

1.2.4.1 Predisposicién monogénica

Diferentes estudios llevados a cabo en distintos grupos étnicos y agregaciones familiares
hicieron sospechar que el desarrollo de muchas infecciones podrian tener un patron de
herencia mendeliano (37). Algunos trabajos realizados en gemelos y en familias adoptivas
también han contribuido a apoyar la idea de que la predisposicién a enfermedades infecciosas
tiene una base genética (38). En un estudio se demostré que los nifios adoptados tenian mayor
riesgo de morir por infeccidn (5,81 veces) si sus padres biolégicos habian fallecido por una
infeccion antes de los 50 afios. En cambio, si los padres adoptivos eran los que fallecian por
infeccidn, el riesgo no aumentaba en los nifios adoptados. En el mismo estudio se comprobd
que en los casos en que los padres adoptivos fallecian por cancer, si que aumentaba el riesgo
de fallecimiento por cédncer en los nifios adoptados (5,16 veces). Estos resultados llevaron a
sugerir que la susceptibilidad a la infeccién tiene una marcada influencia genética, mientras

que en el desarrollo de cancer estarian implicados principalmente los factores ambientales.

Las inmunodeficiencias primarias (IDPs) son un claro ejemplo de predisposicién genética
al desarrollo de enfermedades con un patron de herencia monogénico. Aunque
tradicionalmente fueron consideradas como enfermedades muy raras, gracias en gran parte a
las nuevas técnicas de secuenciacidn masiva, su numero ha aumentado considerablemente en
los ultimos anos. A comienzos de este siglo se conocian unos 50 de defectos genéticos
causantes de IDP monogénicas, en 2009, antes de la utilizacién de técnicas de secuenciacién
masiva, eran unas 150 y en la actualidad se han descrito mds de 430 defectos genéticos
causantes de IDP (39), aunque se cree que la cifra es mucho mayor. La razén de que hablemos
de enfermedades monogénicas, en vez de mendelianas, es que se ha visto que la penetrancia
es muy variable, incluso dentro de una misma familia, por lo que la segregacién del fenotipo
no seria estrictamente mendeliana. Hasta el momento las IDPs descritas se han clasificado en

diez categorias (39): inmunodeficiencias que afectan a la inmunidad celular y humoral,
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inmunodeficiencias combinadas con caracteristicas asociadas o sindromicas, deficiencia de
anticuerpos, enfermedades de desregulacion inmununolégica, defectos congénitos del
nimero y/o funcidén fagocitica, defectos en la inmunidad innata e intrinseca, trastornos
autoinflamatorios, deficiencias del complemento, insuficiencia de la médula dseay fenocopias

de IDP.

Las IDPs pueden tener un patrén de herencia autosémico recesivo (AR), autosémico
dominante (AD) o ligado al cromosoma X (XL, X-linked) y un fenotipo clinico caracteristico:
infecciones graves y/o recurrentes, a menudo ocasionadas por microorganismos oportunistas.
De acuerdo a la definicidn tradicional de las IDP, la afeccién de un gen genera susceptibilidad a
multiples infecciones. Sin embargo, esta afirmacion cada vez es mas cuestionable puesto que
existen IDPs (no convencionales), en su mayoria con una herencia AR o AD, que predisponen
mayoritariamente a un solo tipo de infeccion (40). En este grupo se encuentra la
susceptibilidad mendeliana a enfermedades producidas por micobacterias (MSMD), de la que
se han descrito en la actualidad defectos en 16 genes, en algunos casos con distintas formas de
herencia para un mismo gen. Estos pacientes son susceptibles a las infecciones por
micobacterias debido a defectos génicos que afectan a la integridad de la produccién de y/o la
respuesta a interferon gamma (IFN-y) (41). Son ya mds de 35 los genes causantes de IDP en los
que las mutaciones pueden dar a diferentes IDP dependiendo de las consecuencias funcionales
de la mutacién. Por ejemplo, un mismo gen puede presentar mutaciones AR, generalmente
por pérdida de funcién (LOF, loss of function), AD por ganancia de funcién (GOF, gain of
function), AD por dominancia negativa o AD por haploinsuficiencia; y la IDP resultante puede
ser diferente dependiendo del tipo de mutacidén en ese mismo gen. En los Ultimos afios se ha
puesto también de manifiesto que una misma IDP puede asociarse a fenotipos inmunoldgicos
y clinicos muy variables, incluso entre miembros de una misma familia. A esta variabilidad hay
que afadir que son ya muchas las IDP que predisponen a desregulacion inmunoldgica y
autoinmunidad, autoinflamacidn o cdncer, generalmente como primera y, en ocasiones, Unica
presentacién. Puesto que tradicionalmente se ha utilizado el término IDP como enfermedades
que predisponen a infecciones recurrentes, sin tener en cuenta otros fenotipos clinicos, en la
actualidad se tiende a denominar a este grupo de enfermedades como errores congénitos de
la inmunidad. De todos modos, ya que IDP es el término utilizado tradicionalmente, en esta

Tesis Doctoral sera el término que se utilice.

Las IDPs involucradas en la susceptibilidad a la infeccion neumocdcica son aquellas que
afectan a la opsonofagocitosis (deficiencias del complemento, de produccion de anticuerpos y

asplenia congénita). También estan implicadas las IDPs que afectan a la via de sefializacion de
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los receptores tipo Toll/IL-1R dependiente de Myd88 e IRAK-4, o la sefializacion mediada por
el factor nuclear k-B (42-45). Actualmente se desconoce con exactitud el mecanismo concreto
por el que estas IDPs predisponen selectivamente a la infeccidon por bacterias encapsuladas,
aunque se han descrito defectos de produccién de anticuerpos IgG frente a polisacaridos y de
la generacién de linfocitos B productores de IgM (46,47). Es importante destacar que, en estos
defectos, las infecciones neumocécicas mas frecuentes son las ENI, siendo relativamente raras
las infecciones respiratorias. Ademas de la produccién de anticuerpos (en los que son
frecuentes principalmente las infecciones del tracto respiratorio), otros defectos como la
pérdida de senalizacion a través de los receptores de IL-1, el defecto de produccién de IL-6 u
otros mecanismos podrian estar implicados. Sin embargo, se ha observado que los pacientes
con deficiencia de Myd88 presentan una clinica mas favorable con la edad, al contrario que la

mayoria de las IDPs convencionales que suelen empeorar con la edad.

1.2.4.2 Predisposicion poligénica

La susceptibilidad a infecciones debido a una herencia poligénica implica que varios
genes colaboran, con un efecto generalmente menor y con menor penetrancia que en el caso
de la herencia monogénica, en desarrollar el fenotipo del paciente. El genotipo caracteristico
es variable puesto que estd condicionado a los distintos genes que acttdan y a los factores
ambientales que influyen en la susceptibilidad a la infecciéon. Por tanto, en la herencia
poligénica son varios los genes implicados en el desarrollo de la enfermedad, que actdan
generalmente de forma aditiva (ningun gen es dominante sobre el resto), aunque puede haber
genes con un efecto mayor, y estan condicionados a los efectos ambientales, pudiendo

observarse también fendmenos de epistasis.

Demostrar que una enfermedad esta asociada a una predisposicion poligénica es dificil,
ya que, por un lado se requiere realizar estudios de asociacidn (caso-control) con gran tamafio
muestral, y por el otro lado la baja penetrancia de cada gen y los efectos aditivos de estos
pueden enmascarar los resultados. Los estudios llevados a cabo para investigar las posibles
predisposiciones poligénicas a enfermedades se han llevado a cabo mediante el andlisis de
polimorfismos de un solo nucleétido (SNP, Single Nucleotide Polymorphism), definidos como
variaciones de un nucledtido en una posicién concreta de la secuencia de ADN con una
frecuencia de al menos 1%. La definicidn SNP tiene también implicaciones funcionales, por lo
gue en la actualidad hay una tendencia a utilizar el término variaciones de un solo nucleétido
(SNV, Single Nucleotide Variant) independientemente de su frecuencia o del grado de su

implicacion funcional.
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Son varias las SNV que se han asociado a un mayor riesgo de infecciones neumocécicas y
de ENI, diversas variantes genéticas en componentes tanto de la respuesta innata como de la
adquirida (48,49). Nuestro grupo ha publicado en los ultimos afios varias variantes que se
asocian a la infeccion neumocdcica (50-55). Entre las SNV involucradas por diferentes grupos
en la respuesta innata se encuentran en diversos genes como /RAK4 (quinasa 4 asociada al
receptor de la interleucina 1) o MYD88 (respuesta primaria de diferenciacion mieloide 88) que
codifican proteinas involucradas de forma especifica en la sefializacién por los todos los TLRs
(receptores tipo Toll, Toll-like receptor), excepto TLR-3, y en el gen NEMO (modulador esencial
de NF-Kappa-B) (56—63). El avance en las técnicas de biologia molecular ha permitido en los
ultimos afos detectar varias variantes genéticas asociadas a enfermedades neumocdcicas (64—
67). Sin embargo, son pocas las asociaciones firmemente establecidas, ya que existen
controversias en los resultados publicados y, de hecho, estas asociaciones no han sido
reproducidas en estudios posteriores. Entre las variantes mas estudiadas se encuentran las
causantes de la la deficiencia de la lectina de unién a manosa (MBL) del sistema del
complemento, debido a que los resultados de los estudios realizados son contradictorios
(51,55,68-70). En cuanto a la respuesta adquirida, las variantes génicas que codifican para el
receptor FcyRlla, crucial en la fagocitosis de IgG2, tampoco muestran resultados concluyentes
(71,72), aunque nuestros resultados de que una variante del gen FCGR2A se asocia a una

mayor gravedad de la infeccion neumocécica, se ha confirmado en estudios posteriores (53).

En consecuencia, la patogénesis de la enfermedad neumocdcica en la mayoria de los

individuos sigue siendo una incdégnita.
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1.3. Factores de virulencia y evasion de la respuesta inmune

La capacidad de infecciosa del neumococo se ve influenciada por la presencia de
diversos factores de virulencia que le proporcionan las herramientas suficientes para evadir la
respuesta inmunolégica del hospedador. Los principales factores de virulencia de S.
pneumoniae se basan su capacidad de producir toxinas perjudiciales para el huésped, y de
tener una estructura fisica y proteinas de superficie que le permiten adherirse a las células
epiteliales del huésped e interferir en la respuesta inmune (73). En concreto, muchos de los
factores de virulencia se basan principalmente en inhibir la deposicion de componentes del
complemento en su superficie, inhibir la activacion del complemento y evadir la
opsonofagocitosis. Debido a la extencion y complejidad del sistema de complemento, en el
apartado 3 de la presente Tesis Doctoral se explica sus diferentes vias de activacion y sus
funciones. Los principales factores de virulencia del neumococo y sus funciones se encuentran

esquematizados en la figura 2 y se resumen en la tabla 1.

— Bloguean formacién C3bBb

— Inhibe la activacién del complemento : o
— Inhiben opsonofagocitosis

= Pr:duce Aalutolisis celular Transporte - Bloquea fagocitosis
= Intiamacion de sustancias - Bloquea C3b
— Inhibe unidén de anticuerpos
Adhesién Fratricidio ® — Favorece la adhesién
o
C \)
LytA LytB @ Cdpsula
A T polisacaridica

o

Streptococcus
pneumoniae

Pared celular

Membrana
plasmdtica

Citoplasma

— Causan respuesta inflamatoria
— Sus residuos de Pcho permiten
anclaje de CBPs

— Libera toxinas

— Regula activacién del complemento
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Figura 2. Factores de virulencia de Streptococcus pneumoniae.

Diversas proteinas expresadas en la superficie del neumococo causan la patogénesis de las enfermedades
neumocacicas. Se indica las funciones que realizan los principales factores de virulencia. LytA: amidasa litica;
LytB y LytC: enzimas liticas; ALT: acido lipoteicoico; AT: acido teicoico; PsaA: adhesina A de superficie del
neumococo; PspA: Proteina A de superficie del neumococo; PspC: Proteina C de superficie del neumococo; ply:
neumolisina

12



I. Introduccion

Tabla 1.Factores de virulencia de Streptococcus pneumoniae y sus funciones principales

Factor de s ;o
] . Localizacién Funcion Ref.
virulencia
- Evade opsonofagocitosis al bloquear la deposicién de C3by
iC3b en su CPSy al evitar el reconocimiento por los receptores
del complemento.
Capa de - Permite la adherencia y colonizacién de la nasofaringe. La
CPs polisacdridos carga negativa de la CPS crea repulsidn electroestatica con la (74,75)
que cubre la carga negativa de la mucosa del hospedador facilitando el
pared celular inicio de la infeccion.
- Principal factor de virulencia del neumococo. Hasta el
momento se han descrito mas de 95 serotipos basados en las
diferencias antigénicas de los polisacaridos capsulares
- Autolisis celular mediante liberacién de neumolisina al medio
extracelular produciendo inflamacién de los tejidos celulares.
LytA CBP, autolisina - Inhibe activacion de la VC (bloquea uniéon de Clq y de la (4,7,76)
proteina C reactiva y recluta C4BP)
- Atrae al factor H de la VA del complemento
. - Implicada en la adhesidn a las células endotelialtes de la
LytB CBP, autolisina . (7,18,77)
nasofaringe
LytC CBP, lisozimas - Promueve el fratricidio celular (7,18,77)
- Implicada en la adherencia celular y en la colonizaciéon
bacteriana
PspC CBP, Adhesina - Se une al factor H del sistema del complemento bloqueando (78-80)
la formacién de la convertasa de C3 de la VA por lo que
disminuye la produccion de C3b
- Inhibe deposicién de C3b en la superficie bacteriana y la
fagocitosis bacteriana tanto a través de la VC (impide unién de
PspA CBP o ) (7,77,79)
C1q a la superficie bacteriana)como de la VA (bloquea la
actividad del factor B de la VA)
- Implicadas en el transporte de sustancias que favorecen la
Lipoproteinas Proteinas de virulencia o la adhesidn del patégeno a las células del 47)
(Ej PsaA) superficie hospedador. ’
- PsaA proporciona resistencia al estrés oxidativo
Proteinas con ., | .
. Proteinas de - Acttan como adhesinas
motivos LPXTG L . L R (4,7)
superficie - Actividad enzimatica (proteasa o glicosil-hidrolasas).
- Accion citotdxica, forma poros en las membranas celulares del
Ply Toxina hospedador (81)
citoplasmatica - Regula la actividad del complemento y reduce fagocitosis
- Efectos proinflamatorios
- Son PAMPs, promueven la respuesta inflamatoria del
hospedador.
. . Componentes - Tienen residuos de PCho que sirven de anclaje para las
Peptidoglicanos ) .
ATYALT de la pared proteinas de unién (CBPs) (82,83)
celular - Los AT también se encargan de disminuir la carga negativa de
la mucosa de la nasofaringe y asi evitar su eliminacién por la
accion de los péptidos antimicrobianos.
- Permite al neumococo colonizar y permanecer en la
Biofilms nasofaringe (6.:8)

Favorece el intercambio genético con las bacterias en su
proximidad

CPS: cépsula polisacaridica; CBPs: proteinas de unién a colinas (choline-binding proteins); LytA: Amidasa litica; VC:
via clasica; CA4BP: proteinas de unién de C4b; VA: via alternativa; PspC: Proteina C de superficie del neumococo;
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PspA: Proteina A de superficie del neumococo; PsaA: adhesina A de superficie del neumococo; Ply: neumolisina;
PAMPs: patrones moleculares asociados a patdgenos; PCho: residuos de fosforilcolina; AT: acidos teicoicos; ALT:
acidos lipoteicoicos

2. El sistema inmunitario: inmunidad innata y adquirida

A pesar de los numerosos factores de virulencia que tiene el neumococo para colonizar
la nasofaringe y propagarse, esta colonizaciéon no sucede en la mayoria de las ocasiones gracias
a la respuesta inmunoldgica del hospedador, que actla rapidamente sobre el patdgeno y lo
elimina antes de que pueda causar una enfermedad neumocdcica. Una vez que los
microorganismos atraviesan las primeras lineas de defensa (barreras epiteliales y mucosas), se
activa tanto la respuesta inmunolégica innata (o inespecifica) como la adquirida (adaptativa o
especifica). La finalidad es combatir al patégeno con la mayor eficacia posible, sin causar dafios
en el hospedador y asegurar una respuesta eficaz en el caso de que se produzca una

reinfeccion (84).

La inmunidad innata es la primera linea de defensa frente a patdgenos o células
extrafias, desencadenando rapidas respuestas para eliminar el posible dafio. Ademas,
reconoce estructuras moleculares que le permiten discriminar entre los patégenos y los tejidos
del hospedador, por lo que es clave en el mantenimiento de la integridad de los tejidos
propios. Entre los principales componentes que la constituyen se encuentran las células
fagociticas (neutréfilos, macréfagos), células citoliticas naturales (células NK, natural killer),
citocinas mediadoras de la inflamacién, receptores encargados de reconocer patrones (PRR)
moleculares asociados a patogenos (PAMPs, pathogen associated molecular patterns). Estos
receptores pueden ser celulares como los TLRs, los receptores tipo NOD (NLRs, nucleotide-
binding oligomerization domain-like receptors), los receptores tipo RIG (RLRs, retinoic acid-
inducible gene-I-like receptors) o los receptores KIR (KIR, receptores tipo inmunoglobulina de
las células NK, Killer-cell immunoglobulin-like receptors), o solubles, como la MBL del sistema
del complemento (85). La inmunidad innata es, ademas, un elemento clave en la activacion de
la inmunidad adquirida. Este papel lo desempefian las células presentadoras de antigeno a los
linfocitos T (monocitos/macréfagos) y células dendriticas principalmente, y las citocinas
secretadas por ellas. Ademas, participa el sistema del complemento, puesto que se ha
demostrado que esta implicado en la diferenciacidn, proliferacién y viabilidad de los linfocitos
T vy B (86,87). Es importante sefialar que otros muchos tipos celulares no especificos del
sistema inmunolégico participan también en la inmunidad innata y la secrecién de citocinas

(por ejemplo células endoteliales y epiteliales).
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La respuesta efectora de la inmunidad adquirida tiene lugar a los 7-15 dias tras la
infeccidon. Los componentes que la constituyen, linfocitos T y B, son capaces de reconocer
moléculas de los distintos microorganismos y de desarrollar una respuesta especifica. Ademas,
se genera memoria inmunoldgica frente a infecciones previas, con la consiguiente proteccion
frente a futuras infecciones por el mismo patdgeno. Estas funciones se llevan a cabo gracias a
la capacidad que tienen los distintos componentes que constituyen la inmunidad adquirida de
reconocer de forma especifica moléculas extrafias, denominadas antigenos. Los componentes
de la inmunidad adquirida se pueden distinguir en humorales y celulares. La inmunidad
humoral la constituyen los anticuerpos, producidos por los linfocitos B. La inmunidad celular
estd compuesta por los linfocitos T y B. Los linfocitos T estan constituidos por dos
subpoblaciones, los linfocitos T colaboradores CD4" (Th, T-helper cells) y los linfocitos T
citotéxicos CD8" (CTLs, Cytotoxic T Lymphocyte) (88). Las tres principales funciones de los Th
consisten en: la primera, en la secrecién de citocinas para estimular a los linfocitos B
productores de anticuerpos especificos y a los de memoria; la segunda, en activar a los CTLs; y
la tercera, en activar a células fagociticas. En cambio, los CTLs intervienen en la eliminacién del
patégeno produciendo la apoptosis celular, siendo asi importantes en la eliminaciéon de

patdgenos intracelulares.

2.1. Inmunidad frente al neumococo

Ante una infeccion neumocécica el sistema inmunolégico innato actua mediante

diversos mecanismos para intentar eliminar al patégeno.

En primer lugar las células epiteliales del tracto respiratorio y el moco secretado por las
células caliciformes constituyen la primera linea de defensa contra S.pneumoniae. La carga
negativa de la mucosa y el epitelio ciliado permiten atrapar particulas extrafias y patdgenos,
que son eliminados del tracto respiratorio a través de la boca al toser o deglutir las
secreciones, fendmeno conocido como barrido mucociliar (89). Ademas, se produce la
secrecién localizada de citocinas y péptidos antimicrobianos que ayudan a la eliminacion del

patdgeno.

En segundo lugar, las células fagociticas como neutrdfilos y macréfagos, viajan al lugar
de la infeccién y fagocitan al neumococo provocando su muerte. Ademas, los macrofagos,
mediante sefalizacion de citocinas, atraen a otras células inmunes y actian sobre células
opsonizadas por el sistema del complemento y receptores Fcy (90). La activacion de los
macrofagos se produce mediante el reconocimiento de los PAMPs del neumococo a través de

varios TLR, al reconocer componentes del neumococo, entre ellos lipoproteinas,
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peptidoglicanos y neumolisina neumocdcica. La activacién de la via de sefializacion de todos
los TLR, excepto TLR3, es dependiente del adaptador MyD88 y de varias kinasas asociadas a IL-
1Rs, (IRAK), entre ellas IRAK-4. La activacion de los TLR, ademas de inducir la liberacidén de
citocinas, estd implicada en la respuesta de la inmunidad adquirida, principalmente en la de los

linfocitos B.

Los receptores tipo NOD también intervienen en la respuesta frente a neumococo ya
gue NOD?2 es activado por los peptidoglicanos y recluta macréfagos y monocitos al lugar de
infeccidon (91). Otro receptor, el NLRP3, también es activado por las neumolisinas de S.
pneumoniae y activa a los macrofagos. Ademas, la activacién de NLRP3 influye en la formacion

de un complejo proteico, el inflamasoma, que regula la secrecion de IL-1 B.

El sistema del complemento estd constituido por un conjunto de proteinas que tienen,
entre otras funciones, la de promover la opsonofagocitosis y la inflamacion, para facilitar la
eliminacion del microorganismo. El sistema de complemento también participa en la
eliminaciéon de células danadas y células apoptéticas (90). Ademas, el sistema de complemento
es importante para la activacion de linfocitos Ty B y la produccién de anticuerpos. Debido a la
complejidad del sistema de complemento y a que su estudio en el contexto de la infeccidn
neumocécica es uno de los objetivos de esta Tesis Doctoral, se desarrollara mds extensamente

en el siguiente apartado.

Tras varios dias de la infeccién neumocécica, la respuesta inmune adquirida es activada
a través de la respuesta humoral y celular. La activacién de los linfocitos B conlleva la
produccidon de anticuerpos. Aunque los anticuerpos 1gG, IgA e IgE conlleva una activacion
previa del linfocito T por linfocitos T colaboradores, hay produccién de anticuerpos, en
particular 1gM vy alguna 1gG, independiente de linfocitos T, principalmente frente a los
polisacdridos capsulares. Los anticuerpos colaboran en la defensa de la infeccion neumocécica
mediante su capacidad de bloquear su unién a superficies celulares, al actuar como opsoninas
y al promover la activacién del complemento y su deposicion sobre la superficie de neumococo

facilitando su opsonofagocitosi

3. El sistema del complemento

El sistema del complemento se descubriod a fines del siglo XIX por Fodor (1887), Nuttall
(1888) y Buchner (1889) al describir un "factor" capaz de inducir la lisis bacteriana.
Posteriormente, Bordet establecid que esa capacidad litica del suero dependia de dos factores,
uno termoestable (los anticuerpos) y otro capaz de inactivarse al que denominaron “alexina”.

Al observar que el efecto litico no se producia si faltaba uno de los “factores”, Ehrlich lo
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denomind, en 1899, “complemento”, término que se adoptd universalmente (92). Desde ese
momento hasta la actualidad han continuado las investigaciones sobre la composicién y

funciones que desempefia el sistema del complemento.

Actualmente se sabe que el sistema del complemento es un mecanismo de defensa
crucial en la inmunidad innata. Se encarga de la defensa del huésped frente a infecciones, de la
respuesta humoral e inflamatoria asi como de la eliminacién de inmunocomplejos y de células

apoptadticas (93).

3.1. Activacion del sistema del complemento

El sistema del complemento esta compuesto por mas de 50 proteinas. La mayoria son
proteinas séricas solubles y producidas principalmente en el higado. Ademas, hay proteinas de
complemento que se localizan en la superficie celular, actuando muchas de ellas como
proteinas reguladoras del complemento (94). En condiciones normales los componentes del
complemento permanecen inactivos como zimdgenos. Sin embargo, en presencia de
microorganismos o células extraias se produce la activacién del complemento a través de la
activacion enzimatica de las proteasas (95). Esta activacién conlleva una cascada de activacion
rapida que se va amplificando a medida que se van activando moléculas en cada fase de la

cascada.

Se han descrito tres vias de activacién del complemento en funcion del elemento que
desencadene la respuesta: la via clasica (VC), la via de las lectinas (VL) y la via alternativa (VA).
La VC es activada por la formacion de complejos antigeno-anticuerpo o la proteina C reactiva;
la VL se activa por la unién de moléculas reconocedoras de patrones (patter recognition
molecules, PRMs), capaces de reconocer patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs,
damage-associated molecular patterns) o a PAMPs; y la VA, que se activa espontdneamente en
suero y se amplifica tras el reconocimiento de moléculas localizadas en la superficie de los
patdgenos (figura 3). A pesar de que las fases iniciales de las tres vias difieren, todas ellas
convergen en la activacién de la molécula de C3, la cual genera los fragmentos C3a y C3b
fundamentales en las tres vias. C3b permite continuar la activacién del complemento y sera el
desencadenante de la via litica ya que permite, en la via terminal, la formacién del complejo de
ataque a la membrana (CAM) y, por tanto, la destruccidn celular (96). Estas vias a su vez van a
estar controladas por proteinas reguladoras y efectoras favoreciendo o inhibiendo la
activacion de la via segun la presencia o no de células extrafias o de patdgenos. De este modo
se consigue por un lado evitar el dano celular del propio huésped y por otro garantizar la

destruccién de los agentes no deseados.
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Via clasica Via de las lectinas Via alternativa
FB

S.pneumoniae S.pneumoniae c3 (HZO) — (C3 (HZO)Bb
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(C3bBbC3b)

Figura 3. Vias de activacion del sistema del complemento.

La via cldsica, VC, se activa al unirse el complejo de antigenos (Ag) y anticuerpos (Ac) a Clq; la via de las lectinas,
VL, se activa al reconocer las PRMs (moléculas reconocedoras de patrones) como la MBL a los carbohidratos de
los patégenos conocidos como PAMPs (patrones moleculares asociados a patdgenos); la via alternativa, VA, esta
continuamente activa debido a la hidrdlisis espontanea de C3 (C3(H,0)). Todas las vias convergen en la formacién
de la convertasa de C3 (C4bC2b en la VC y VL y C3bBb en la VA). El C3b formado genera una retroalimentacién
(amplification loop) favoreciendo una rapida respuesta de la VA. La opsonina C3b producida da lugar a la
formacién de la convertasa de C5 (C4bC2bC3b en la VCy VLy C3bBbC3b en la VA). Tras la hidrdlisis de C5, se inicia
la via terminal (C5-C9) y se forma el complejo de ataque a la membrana (CAM) que culmina con la lisis del
patdgeno.
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3.1.1 Laviaclasica

La VC es activada por la formacién de inmunocomplejos al unirse la IgM o ciertos
isotipos de IgG al antigeno. Esta unién produce un cambio conformacional que permite que las
regiones de la fraccién constante (Fc) de los anticuerpos se unan a Clq, el primer componente
de la via cldsica, y se active la via. Otras moléculas como la proteina C reactiva o la Pentraxina
3 (PTX3) también pueden formar inmunocomplejos y activar la via clasica. C1 es un complejo
macromolecular dependiente de calcio (Ca*") formado por tres subunidades (C1g-C1r-C1s): la
proteina globular C1qg, dos moléculas de Clr y otras dos de Cls. Para que la unién de Clq al
anticuerpo sea estable deben establecerse multiples uniones con las regiones Fc. Esta alta
afinidad de Clq por las regiones Fc de las inmunoglobulinas recluta a Clr y Cls activandolas y

adquiriendo actividad enzimatica por lo que se forma el complejo C1 activo (C1g-C1r-C1s).

El complejo poli-Fc-C1g-C1r-Cls causa la hidrdlisis de C4 debido a la actividad proteasa
de Cls generando los fragmentos C4b y C4a. Consecutivamente se produce la fragmentacion
de C2 dando lugar a C2a y C2b. Se genera por tanto, dos fragmentos grandes, C4b y C2b, y dos
fragmentos pequefios, C4a y C2a. Gracias al enlace tioéster que queda expuesto en C4b, al ser
activada la molécula se favorece la unién covalente a la superficie del microorganismo que
desencadend su activacién. C2b permanece unido a C4b generando la convertasa de C3 de la
VC (C4bC2b) (86). Antiguamente al complejo formado por la convertasa de C3 se denominaba,
C4bC2a, debido a que el fragmento grande de escisién de C2, C2b, se conocia como C2a. (97)

(figura 3).

3.1.2 Laviade las lectinas

La VL se desencadena por la union de las PRMs a PAMPs o DAMPs. Los PRMs
identificados en la VL son: MBL, ficolina-1, -2 y -3, y colectina-10 y -11. Son proteinas
oligoméricas similares a Clqg (98) que circulan en el suero formando heterocomplejos con las
serina-proteasas asociada a MBL (MASPs). La cascada proteolitica de la VL se inicia tras la
union de los PRMs a sus ligandos, particularmente carbohidratos o grupos acetilos en la
superficie de los microorganismos o de células dafiadas. Se conocen tres MASPs, MASP-1
MASP-2 y MASP-3 que son serina-proteasas equivalentes a Clr y Cls. MASP-2 es, junto con
MASP-1, indispensable en la activacién de la VL (figura 3) (98-100).

Una vez que los PRMs reconocen y se unen a los PAMPs de los patdgenos, se inducen
cambios conformacionales en los PRMs que permiten la activacion de MAPS-2 y MAPS-1. La

activaciéon de MASP-2 tiene como consecuencia la hidrélisis tanto de C4 como de C2, mientras

19



I. Introduccion

que MASP-1 puede hidrolizar a C2, pero no a C4, y activar a MASP-2. Al igual que en la VC, una
vez producida la activacién de la VL, se formara la convertasa C4bC2b. La funcion de MASP-3
continla siendo un enigma, sin embargo, parece ser que al menos una de sus funciones es la
de cortar el precursor del factor D (pro-fD) para que se produzca la activacion y maduracion

del factor D (fD) y asi desencadenar la activacion de la via alternativa (97,101).

3.1.3 Lavia alternativa

La VA esta continuamente activada debido a la hidrélisis espontdnea de C3 en la fase
liquida, que da lugar a su forma activa C3(H,0). Este proceso en el que se mantiene activa la
VA es conocido como tick-over, y asegura una respuesta inmediata del sistema del
complemento cuando es requerido. Tras la hidrdlisis, el domino tioéster de C3 queda expuesto
favoreciendo la unidn con el factor B (fB), una serina proteasa dependiente de Mg**. El fB
unido a C3(H,0) es posteriormente hidrolizado por otra serina proteasa, el fD, que permite la
formacidn de la convertasa C3 inicial en la fase fluida (C3(H,0)Bb) al quedarse el fragmento
mayor, Bb, unido a C3(H,0) y la liberacidén de un fragmento pequefio, Ba. Este complejo
C3(H,0)Bb es capaz de cortar moléculas de C3 nativas y generar C3a y C3b. La opsonina C3b es
capaz de unirse covalentemente a cualquier superficie que contenga grupos hidroxilos (-OH) o
aminos (-NH,), frecuentes en superficies celulares. Este mecanismo permite que la VA esté
continuamente reconociendo la presencia de patdgenos y que actle como un bucle de

retroalimentacion parala VCy la VL (93,96).

Las moléculas C3b unidas a las células hospedadoras son rapidamente inactivadas por
reguladores del complemento que se encuentran en la fase fluida o por reguladores
expresados en las membranas celulares. La vida media del enlace tioéster de C3 es muy corta 'y
tiene una baja eficiencia de fijacién. De hecho, si no se produce la unién del complejo, su
forma naciente de corta vida se hidroliza y se inactiva en pocos milisegundos. Sin embargo, en
los patégenos que carecen de reguladores especificos del complemento, las moléculas de C3b
generadas por la convertasa inicial, interactian con el fB formando la pro-convertasa de la VA
(C3bB). C3bB es a su vez activada por el fD para formar en la superficie del patdgeno la
convertasa de C3 de la VA, C3bBb, que escinde C3 en C3a y C3b, favoreciendo asi el proceso de
retroalimentacién. Este proceso asegura la amplificacién de la respuesta y su rapidez una vez
gue la VA sea activada. Ademas, este sistema no sdlo amplifica la respuesta iniciada por la VA

sino también la de las vias restantes (VCy VL).

La properdina, una proteina oligomérica que se une a la superficie de los patégenos o

células apoptdticas, estabiliza la convertasa C3 de la VA y aumenta su vida media. La
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properdina se une a C3bBb estabilizando el complejo e inhibiendo su rapida disociacién (figura
3). Dicha estabilizacion, permitira la uniéon de C3b al complejo formando la convertasa C5 de la

VA (C3bBbC3b) (102).

El factor H (fH) y el factor I (fl), son serina proteasas que, regulan la VA y el proceso de
retroalimentacion de las vias del complemento. El fH compite con el fB para unirse a C3b,
evitando la formacion de nueva convertasa. El fH también sirve como cofactor del fl el cual
inactiva C3b formando C3b inactivo (iC3b), incapaz de unirse al fB. Ademas, el fH induce la

disociacion del complejo C3bBb inactivando la via alternativa (94).

3.1.4 Laviaterminal

El corte proteolitico de C3 producido por las convertasas de C3 es el punto critico de la
activacion del complemento. En este momento, las convertasas de C3 de la VC y de la VL
(C4bC2b) y de la VA (C3bBb), con su accion proteasa, fragmentan numerosas moléculas de C3,
el componente central del sistema del complemento, dando lugar a la formaciéon de
fragmentos grandes, C3b, y pequefiios, C3a. Analogo a C4, la hidrélisis de C3 expone en C3b un
enlace tioéster muy reactivo que le permite unirse covalentemente a las superficies celulares
desencadenantes de la activacion. C3b se asocia con C4bC2b en la VCy VL y forma el complejo
C4bC2bC3b y en la VA el complejo C3bBbC3b, conocidos como la convertasa de C5. Es aqui
cuando las tres vias de activacidn convergen en la fase terminal. Este proceso se produce
cuando la densidad del C3b depositado en la superficie celular al unirse con las convertasas de
C3 alcanza cierto nivel e induce que la especificidad por el sustrato de los centros activos (C2b

y Bb) cambie para producir el corte de C5 (96,100).

Las convertasas de C5 (C4bC2bC3b o C3bBbC3b) cortan el componente C5 en
fragmentos pequefios, C5a, y grandes, C5b. Los fragmentos pequefios C5a y C3a son potentes
anafilotoxinas que se liberan en el plasma. En cambio, C5b sufre un cambio conformacional
que permite la unién de los componentes C6 y C7 a la superficie del patégeno; y la activacion,
mediante un proceso no enzimatico, del resto de los componentes del complemento, C8 y C9.
Todo esto da lugar a la formaciéon del CAM que, culminard con la lisis celular (figura 3). El
complejo C5b-C7 se ancla a la membrana celular y captura C8. Tras cambios conformacionales,
C8 se integra en la bicapa lipidica dando lugar al complejo tetramolecular C5b-C8, lo que
permite que multiples moléculas de C9 se unan a la membrana. Las moléculas de C9 forman un
poro en la membrana de unos 10nm que producen la desintegracién y destruccion de la célula

mediante lisis osmatica (103).
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Ademas, la activacién del complemento genera varias opsoninas (C3b e iC3b) y
anafilotoxinas (en concreto C3a y C5a). Las opsoninas se encargan de promover la fagocitosis a
través del reconocimiento de fragmentos C3 por receptores especificos expresados por los
fagocitos. Las anafilotoxinas son capaces de activar leucocitos y células endoteliales, y de

reclutar leucocitos hacia el sitio de infeccidn para iniciar la respuesta inflamatoria (104).

3.2. Regulacion del sistema del complemento

La regulacion de la activacion del complemento es crucial para prevenir una
amplificacion descontrolada que cause enfermedades autoinmunes o inflamacién. Debido al
papel central de la formacién de la convertasa de C3 y del CAM en la activacion del
complemento, la mayoria de las proteinas reguladoras actdan inhibiendo o disociando su
formacidn. Estas proteinas reguladoras se encuentran tanto solubles en plasma como ancladas

a las membranas celulares y permiten mediante su accion mantener la homeostasis.

Entre los distintos reguladores destacan los que se citan a continuacion (figura 4)

(94,95,105,106):

— Inhibidor C1 (C1-INH) es un inhibidor de serina proteasas en plasma que,
mediante enlace covalente, se une a Clr y Cls y los disocia de Clq inactivandolo.
C1-INH también se une a MASP-1 y MASP-2 disociandolo de los PRMs. Por tanto,
este inhibidor C1 permite regular tanto la VC como la VL ya que bloquea la
hidrdlisis de C2 y C4 y como consecuencia inhibe la formacién del complejo
convertasa de C3. El C1-INH regula también otras vias como la de calicreina-cinina.

— Inhibidores de la convertasa de C3 y C5. Para evitar el acimulo excesivo de
depdsitos de C3b en las superficies celulares, que ocasionar dafios por un exceso
de formacidn de convertasas y, consecuentemente, por un exceso de activacién
del complemento, estas convertasas deben ser disociadas. Existen diversas
proteinas reguladoras que se encargar de realizar esta funcién, son los
denominados reguladores de activacion del complemento (RCA, regulators of
complement activation). Estos RCA son proteinas que regulan la actividad de la
convertasa de C3 y por tanto regulan las tres vias de activacion del complemento
(VC, VL y VA). Este conjunto de proteinas es codificada en la regiéon 1g32 del
cromosoma 1. Incluye reguladores asociados a la membrana celular como el
receptor 1 del complemento (CR1, también conocido como CD35), la proteina
cofactora de membrana (MCP, membrane cofactor protein o CD46) o el factor

acelerador de la degradacién (DAF, deacy acceleration factor o CD55), y
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reguladores solubles en plasma como la proteina de unidon de C4b (C4BP, C4
binding protein), el fl, el fH y su producto de splicing alternativo, el fHL-1 (Factor
H-like 1):
e C4BP tiene alta afinidad a C4b Esta unidn implica la disociaciéon de la
convertasa de C3 (C4bC2b) de la VC y de la VL al impedir la unién de C2b.
e El fl impide la formacion de la convertasa C3 de las tres vias, al unirse
tanto al C4b como a C3b con la ayuda de proteinas cofactoras solubles

(CR1, MCP, C4BP y fH).

Via clasica Via de las lectinas Via alternativa
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— e coN— | CBBP

Figura 4. Representacion de los distintos reguladores de activacion de las vias del sistema de
complemento

La mayoria de las proteinas reguladoras acttan inhibiendo o disociando la formacién de la convertasa de C3. Estas
proteinas reguladoras se encuentran tanto solubles en plasma como ancladas a las membranas celulares. Inhibidor
C1 (C1-INH) se encuentra en plasma, regula la via clasica al invactivar C1q. C1-INH también regula la via alternativa
al unirse a MASP-1 y MASP-2 disociandolo de los PRMs. Las proteinas que regulan la actividad de la convertasa de
C3 se encargan principalmente de evitar el acimulo excesivo de depdsitos de C3b en las superficies celulares. Este
tipo de reguladores se encuentran tanto en las mambranas celulares como solubles. Las proteinas reguladoras
asociadas a la membrana celular son el receptor 1 de complemento (CR1), la proteina cofactora de membrana
(MCP) o el factor de acelaracion de complemento (DAF). Los reguladores solubles en plasma son la proteina de
union de C4b (C4BP), el factor I (fl), el factor H (fH) y el factor H-like 1 (fHL-1). Diversas proteinas impiden la
insercion del complejo de ataque a la membrane (CAM) en la bicapa lipidica. La vitronectina y la clusterina se unen
a los complejos C5b-C7, C5b-C8 y C5b-C9 e impide la formacién del CAM. CD59 y C8BP impiden la polimerizacion de
C9y la unién a C5b-C8 para formar el CAM.
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e El fH es capaz de competir con el fB por el sitio de uniéon a C3b e impedir
la formacidén del complejo C3bBb.
e EI DAF y CR1 acttan sobre todas las convertasas de C3 y de C5.
— Inhibicién de la formaciéon del CAM. Diversas proteinas impiden la insercion del
CAM en la bicapa lipidica. La vitronectina y la clusterina se unen a los complejos
C5b-C7, C5b-C8 y C5b-C9 e impide la formacion del CAM. CD59 y C8BP impiden la

polimerizacién de C9y la unién a C5b-C8 para formar el CAM.

3.3. Funciones del sistema del complemento

Como comentamos anteriormente el sistema del complemento es el principal
mecanismo de defensa frente a patdgenos externos. Sin embargo, son muchas mas las
funciones en las que esta implicado. A continuacidon se detallan las principales actividades que

desarrolla (93,95,96,107) (figura 5):

— Eliminaciéon de patégenos mediante formacion del CAM u opsonizacion. La
eliminacion de patdgenos se produce al formarse el CAM en su superficie, ya que
provoca la lisis osmdtica y, por tanto, su destruccion. Los patégenos eliminados
mediante este mecanismo son principalmente bacterias Gram-negativas,
parasitos y virus (93,95). Sin embargo, la eliminacién de patdgenos esta también
producida por el proceso de opsonizacion. Este proceso esta desencadenado por
la uniéon covalente de C3b y C4b a la superficie de bacterias e immunocomplejos.
Estas uniones permiten que sean reconocidos por los receptores CR1 de la
superficie de los fagocitos con lo que se favorece la fagocitosis. Los componentes
de complemento C3b y C4b se unen a CR1 expresado en fagocitos y eritrocitos. El
CR1 de fagocitos mejora la fagocitosis mediada por IgG mientras que en los
eritrocitos el CR1 favorece la eliminacidn inmunocomplejos solubles. Ademds, CR1
es un cofactor del fl por lo que favorece la escision de C3b a iC3b (C3b inactivo)
(108). iC3b también participa en la eliminacion de células apoptoéticas al
interacturar con los receptores CR3 o CR4 de monocitos, macréfagos y células
dendritcas (93)

— Senalizaciéon proinflamatoria. Las anafilotoxinas (C3a y C5a) producidas en el
proceso de activacion del complemento actian como quimioatrayentes,
reclutando a neutrdfilos, monocitos y macréfagos hacia el lugar de infeccidn, y

promoviendo asi la respuesta inflamatoria.
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— Proliferacién y diferenciacion de linfocitos T y B. Las células T tienen en sus
membranas receptores de €C3a y C5a involucrados en la diferenciacion vy
proliferacién de los linfocitos T. La MCP, CD35 y CD59 juegan un papel importante
en la regulacidn de los linfocitos T. La DAF también participa en la regulacién de la
respuesta inmunitaria adquirida (93). La interaccion entre iC3b y C3d (fragmento
gue se genera en el procesamiento de iC3b) y el receptor CR2 en los linfocitos B,
permite la activacion de las células B y facilita la transformacion de las células B
virgenes en células efectoras productoras de anticuerpos y linfocitos B de
memoria (108). Por tanto, el sistema del complemento permite modular la

respuesta inmune adquirida para combatir la infeccion.
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Figura 5. Funciones del sistema del complemento.

Las principales funciones del sistema del complemento son: la lisis de patégenos mediante la formacion del
complejo de ataque a la membrana (CAM), la opsonizacion y fagocitosis de patdogenos y la eliminacion de
inmunocomplejos mediante las opsoninas C3b y C4b, la generacién de una respuesta inflamatoria con las
anafilotoxinas C3a y C5a, y la estimulacion de la respuesta inmune adquirida. Las anafilotoxinas también
estan implicadas en la activaciéon de los linfocitos T. C3d promueve la diferenciacion y proliferacion de los
linfocitos B y la generacién de anticuerpos.
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4. Deficiencias del sistema del complemento

Los pacientes con deficiencias del complemento a menudo presentan una clinica con
aumento de susceptibilidad a infecciones, enfermedades autoinmunes o enfermedades

causadas por la desregulacién del complemento.

4.1. Deficiencias del complemento y susceptibilidad a infeccion

La activacion del complemento es critica en la eliminacién de patdgenos, puesto que
estd implicado en la opsonizacion del patdgeno (C3b) y tiene actividad anafilotéxica (C4a, C3ay
C5a), quimiotactica (C5a) y bactericida (CAM, C5b-C9). Estas funciones le van a permitir actuar
rapidamente en las etapas iniciales de la infeccidén, generar una respuesta inflamatoria
evitando la propagaciéon del microorganismo vy facilitar la fagocitosis del patdégeno. Por todo
ello, parece evidente que las deficiencias del sistema del complemento se asocien a una mayor
susceptibilidad a infecciones (109). Se han descrito deficiencias de casi todos los componentes
del complemento. En funcién del agente causal de la infeccidon se puede discernir el tipo de

deficiencia del sistema del complemento que tiene el paciente (figura 6, tabla 2).

Las deficiencias de la VC (Clqg, Clr, Cls, C4 y C2) son poco habituales. Presentan una
herencia AR. Debido a que en esta via el proceso de opsonizacion es la primera linea de
defensa del hospedador, estas diferencias predisponen a infeccion por bacterias encapsuladas,
sobre todo S. pneumoniae, H. influenzae y otros estreptococos (110-112). Aungue poco
habitual, también se han observado casos de infecciones por N. meningitidis y otras bacterias
Gram negativas. La deficiencia mas comun de la VC es la deficiencia de C2, con una prevalencia
en la poblacién europea de 1:10.000-1:20.000 (113-115). La mayoria (95%) de las deficiencias
de C2 estan causadas por una delecidn de 28pb en el extremo 3' del exdn 6 del gen C2 (C2 28-
bp DEL), la cual causa una terminacion prematura de la transcripcion. Esta deficiencia es
conocida como deficiencia tipo | del gen del complemento C2 (C2D). La delecion de 28pb esta
asociada a un haplotipo conservado del MHC (complejo mayor de histocompatibilidad) muy
ligado a autoinmunidad (HLA-B18, C2*QO, Bf*S, C4AA*4, C4B*2 y DR*2). El principal patégeno
implicado en las infecciones relacionadas con esta deficiencia es S. pneumoniae, que puede
causar infecciones graves como sepsis, meningitis o neumonia (113). Los pacientes con
deficiencias en la VC presentan una penetrancia parcial en la susceptibilidad a la infeccidn, ya
que la VA funciona con normalidad. La deficiencia de C4 sera explicada en el apartado 4.3 de la

presente Tesis Doctoral.
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Figura 6. Susceptibilidad a infecciones mas frecuentes debidas a deficiencias de complemento.

Deficiencias en componentes de la via clasica y de C3 predisponen a infecciones por bacterias encapsuladas
como Haemophilus influenzae y Streptococcus pneumoniae. Sin embargo, deficiencias en componentes de la
via alternativa y del complejo de ataque a membrana (CAM) predisponen a Neisserias spp., especialmente N.
meningitidis. En individuos con deficiencias en componentes de la via alternativa son también frecuentes las
infecciones por Streptococcus pneumoniae. En la via de las lectinas existe controversia.

Las deficiencias de la VA (fB, fD, properdina, fH y fl) predisponen generalmente a
infecciones por Neisserias, predominando N. meningitidis ya que en esta via la lisis celular es el
principal mecanismo de accién (42). Todas, excepto la properdina que tiene una herencia XL,
presentan una herencia AR. Las IDP de esta via son muy poco frecuentes, pero mas graves. Por
ejemplo, loa pacientes con infecciones por meningococo y deficiencia de properdina tienen
una tasa de mortalidad del 65%. En el caso de pacientes con deficiencias del fH y fl las
infecciones por neumococo también son frecuentes ya que estas deficiencias causan una
activacidn descontrolada de la VA e inducen indirectamente una deficiencia secundaria de C3
(116). Las deficiencias en el fB y fD también se asocian a infecciones sistémicas causadas por

Neisserias y neumococo.
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Tabla 2.Caracteristicas clinicas de enfermedades causadas por deficiencias
del sistema del complemento

Componentes Susceptibilidad a infeccion Asociacion a enfermedad

Via clasica

Clq LES

Clr/Cls Bacterias encapsuladas LES

c4 (S.pneumoniae, H. influenzae) LES

C2 LES, DMAE

Via alternativa

FB SHUa, C3G, DMAE

FD Neisserias (N. meningitidis)

Properdina NIgA

FH Neisserias (N. meningitidis) y SHUa, C3G NIgA, DMAE

Fl S.pneumoniae SHUa, C3G, DMAE

Via lectina

MBL NigA

MASP-1 NIgA

MASP-2 NIgA
Bacterias pidgenas encapsuladas

c3 (S. pneumoniae, H. influenzae, N. LES, SHUa, C3G, DMAE
meningitidis)

Via terminal

C5-C9 Neisseria spp. DMAE

LES: lupus eritematoso sistémico; DMAE: degeneracion macular del adulto; SHUa:
sindrome hemolitico urémico atipico; C3G: glomerulopatia-C3; NIgA: nefropatia por IgA

Los pacientes con deficiencia de C3 son altamente susceptibles a la infeccion por
bacterias piégenas encapsuladas como S. pneumoniae y H. influenzae ya que son organismos
en los que la opsonizacidon es un mecanismo clave en la defensa del huésped (110,117). Esta
deficiencia AR causa, por tanto, neumonias, bacteriemias, meningitis y osteomielitis con un
fenotipo mas grave que el resto de las deficiencias del complemento. Aproximadamente el

80% de los pacientes con deficiencia de C3 manifiestan infecciones graves y/o recurrentes.

Los individuos con deficiencias en componentes terminales (C5-C9), al tener C3,
opsonizan las bacterias con normalidad y no son particularmente propensos a infecciones por
neumococo o H. influenzae. Sin embargo, debido al deterioro de la actividad bactericida
mediada por deficiencias en los componentes del complemento (C5-C9), los pacientes son
notablemente susceptibles a Neisseria spp, especialmente a N. meningitidis, ocasionando
meningitis y sepsis, y a N. gonorrhoeae (110). Las deficiencias de la via terminal también
presentan una herencia AR y una baja prevalencia teniendo, ademas, una baja tasa de

mortalidad.

Las deficiencias AR de los componentes de la VL (MBL, ficolina-3 y MASP-2) se han

asociado a infecciones respiratorias causadas por bacterias pidgenas. La deficiencia de MBL
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tiene una frecuencia del 5% en poblacidn europea y a pesar de que los individuos con estas
alteraciones parecen sanos, los bajos niveles en suero de MBL se han asociado a un mayor
riesgo de infeccidn, aunque con resultados muy controvertidos. En cambio, la frecuencia de la
deficiencia de MASP-2 en individuos europeos es baja, encontrandose entre 7 y 15 por cada
10.000 individuos de origen europeo (51,118-120). Aunque las deficiencias de MASP-2 vy
ficolina-3 han sido incluidas en la clasificacién de IDP de complemento en el informe realizado
por el comité de IDP (121), existen resultados controvertidos en cuanto a la asociacion de la
deficiencia de MBL con susceptibilidad a infecciones por bacterias pidgenas
(51,68,120,122,123). En un estudio previo, nuestro grupo sugirié que la penetrancia clinica de
la deficiencia de MASP-2, si la tiene, puede ser baja (120). Ademas, se cuestiona si las
deficiencias de MBL, MASP-2 y ficolina-3 son resultado de una baja o nula penetrancia o si sus
manifestaciones clinicas estan condicionadas a la presencia de otros defectos inmunolégicos

primarios o adquiridos (51,55,120,124,125).

Por tanto, la alta incidencia de infecciones neumocdcicas en pacientes con deficiencias del
complemento (VC, VA, C3) y el hecho de que el neumococo ha desarrollado numerosos
mecanismos para evadir la opsonizacion mediada por el complemento, subrayan el papel

crucial del complemento en la defensa frente al neumococo (77,126).

4.2. Autoinmunidad, desregulacion del complemento y enfermedad

EL sistema inmunolégico esta constituido por un minucioso puzle en el que cada pieza es
clave para su correcto funcionamiento. Sin embargo, a veces este ensamblado falla en el
mecanismo de activacion o regulacién de sus componentes y causa diversas enfermedades. En
ocasiones, se producen trastornos autoinmunes producidos por un aumento de la respuesta
inflamatoria y la persistencia del dafio tisular, dando lugar a enfermedades como el lupus
eritematoso sistémico (LES) o la artritis reumatoide. Este tipo de enfermedades autoinmunes
es frecuente en pacientes con deficiencias en componentes de la VC (Clq, C4 y C2) puesto que
esta via se encarga principalmente de la eliminacion de restos apoptéticos e
inmunocomplejos, y debido a que esta implicada en la activacion de linfocitos B y el desarrode
tolerancia frente a autoantigenos. En otras ocasiones, las enfermedades son consecuencia de
mutaciones o polimorfismos en genes de componentes del complemento que producen la
alteracién de sus funciones o su regulacion, lo que resulta en un exceso de activacion del
complemento (desregulacion). Como consecuencia de esta desregulacion, estas enfermedades
también se caracterizan por producir dafios tisulares crénicos e inflamacién, pudiendo dar

lugar a enfermedades como el sindrome hemolitico urémico atipico (SHUa), la
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glomerulopatia-C3, el angioedema hereditario, la hemoglobinuria paroxistica nocturna, la
nefropatia por IgA o la degeneracion macular asociada con la edad (DMAE) (tabla 2) (100). En
lo dltimos afos, se ha sugerido que la desregulacién del sistema del complemento también
podria estar asociado a diversas enfermedades neurolégicas, como el Alzheimer o el Parkinson
(127). Estudios recientes advierten que la COVID-19 estd causada principalmente por el
aumento de la respuesta inflamatoria del sistema inmunitario del hospedador, mas que por la
propia infeccién viral (128). Podria ser que la actividacion del complemento empeore la

gravedad de la COVID-19 (129,130).

La deficiencia de Clq es una inmunodeficiencia poco frecuente altamente asociada con
el desarrollo de LES. También se asocia a LES en pacientes con deficiencias de C4y C2 y, en
menor medida, pacientes con deficiencia de C3 (131). La deficiencia de C2, a pesar de ser rara,
presenta su manifestacion clinica mds frecuente en LES (132). Posiblemente esta asociacion se
deba a que la deficiencia de C2 impide la eliminacidon de inmunocomplejos de forma eficaz
(115,133). A diferencia de las otras deficiencias, los pacientes con deficiencia de C2 suelen
presentar LES sin anticuerpos antinucleares y con presencia de anticuerpos anti-Ro. Ademas, a
esta deficiencia se han asociado a otras enfermedades como glomeruonefritis,

dermatomiositis y vasculitis (113).

El SHUa se caracteriza por anemia hemolitica microangiopatica trombética que afecta
fundamentalmente al rifidn. El 60% de los casos de SHUa se asocia con mutaciones en genes
del complemento, principalmente en la VA (fH, fl y fB), y con menor frecuencia en C3 y MCP.
Por tanto, esta enfermedad es debida, fundamentalmente, a una activacion inapropiada de la
VA debido a mutaciones LOF en los factores reguladores H e |, por lo que no inactivan la via
del complemento. Como consecuencia, se acumula depdsitos de C3 pudiendo ocasionar fallo
renal al no poder proteger las células propias de la actividad litica (134). Este tipo de
mutaciones LOF también se han identificado en genes que codifican para las proteinas MCP y
C4BP del complemento. Sin embargo, en los pacientes con mutaciones en los genes que
codifican para el fB y C3 estas mutaciones se han relacionado con GOF por lo que se produce

una mayor activacion de las vias, en especial de la VA.

La glomerulopatia-C3 se produce como consecuencia de la acumulacién de depdsitos de
C3 en los glomérulos debido a por la activacion incontrolada de la VA. La la glomerulopatia-C3
engloba dos subtipos: la glomerulonefritis y la enfermedad de depdsitos densos (EDD). Se
producen por mutaciones en los genes que codifican para C3, fB, fH, CFHR1-CHFR5, fl y MCP.

Estos pacientes suelen presentar autoanticuerpos denominados factor nefritico C3 que actuan
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estabilizando la convertasa de C3 de la VA (C3bBb) por lo que aumenta su actividad y como

consecuencia se produce el consumo de C3 (135).

La nefropatia por IgA estd causada por la acumulacién de IgAl en el mesangio
desencadenada por la activacion incontrolada de la VA (fH y properdina) y la VL (MBL, MASP-1
y MASP-2) (136).

La DMAE es una enfermedad frecuente, ampliamente distribuida a nivel mundial, que
causa ceguera en edades avanzadas asociada a la desregulacidon del complemento. En esta
enfermedad se ha identificado una base genética en un 40-70% de los casos, en los que los
polimorfismos del fH, C2, fB, fl, C3 y C9 del complemento son los principales desencadenantes
de la patogénesis de la enfermedad. Estas variantes se asocian a una activacion descontrolada

del complemento sobre todo a nivel de la VA (137).

4.3. Variacion del numero de copias del componente C4 del

complemento y deficiencia del isotipo C4A o C4B

El componente C4 del complemento es sintetizado en el higado y se localiza en el MHC
lll, en el brazo corto del cromosoma 6, telomérico al gen C2. El nimero de copias de gen
(GCN) varia de dos a ocho copias en C4 total entre individuos en un genoma diploide, siendo
cuatro el numero de copias mdas frecuente. En las poblaciones de origen europeo,
aproximadamente el 80% de las personas tienen tres o cuatro genes C4, el 20% tiene cinco o
mas, y solo menos del 2% tiene Unicamente dos copias. Cada duplicacién del gen va casi
siempre precedida de un fragmento de 0.9 kb del gen RP (STK19), y teloméricos se sitlan los
genes CYP21 y TNX formando el médulo conocido como RCCX (figura 7). Por tanto, un gen C4
puede ser monomodular (CNV=1), bimodular (CNV=2), trimodular (CNV=3) o cuatrimodular
(CNV=4). Ademas, cada gen C4 puede ser largo (20.6 kb) o corto (14.2 kb) debido la insercidn,
en el noveno intrén, de un retrovirus endégeno (HERV-K) de 6.4 kb. El 76% de la poblacion
ancestral europea sana presenta la forma larga (C4L) mientras que el restante 24% tiene la
forma corta (C4S). Los genes C4A y C4B solo difieren en cuatro aminoacidos, PCPVLD y LSPVIH
respectivamente, que les confieren diferencias en la afinidad por ligandos. En la proteina mas
acida, C4A, se ve favorecida la unidn a grupos aminos (ej. inmunocomplejos) mientras que en
la mas basica, C4B, se favorece la unidn a grupos carboxilos e hidroxilos (ej. polisacaridos).
Estas caracteristicas le confieren diversas funciones a cada uno, C4A se encarga de la
eliminacién de inmunocomplejos y el papel principal de C4B es la activacidon de las vias al

unirse a la superficie de los patdgenos (138). El GCN varia de cero a cinco en C4A, mientras que
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el de C4B varia de cero a cuatro, siendo dos el mds comun para ambos genes en todos los
grupos raciales (139,140). Se ha observado que existe una fuerte correlacion entre la variacion
del nimero de copias (CNV) (4, el tamafio del gen C4 (C4S o C4L), la concentracion de proteina
C4 en plasma o suero, y la actividad de la VC (midiendo la actividad hemolitica) (141-144).
Ademas, se ha detectado una mayor concentracién de proteinas séricas de C4 y una mayor
actividad hemolitica en individuos con C4S que en individuos con C4L solamente (142), lo que

sugiere que el HERV-K de C4 ejerce un efecto negativo en la expresién de C4.
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Figura 7. Variacion del nimero de copias del gen €4 del complemento.

Se representa la duplicacion del gen C4 en mdédulos RCCX. El gen RP puede ser RP1 o RP2 al igual que el gen
TNX puede ser TNXA o TNXB. La duplicacion del gen CYP21 puede ser un pseudogen (CYP21A1P o CYP21A) o
un gen funcional (CYP21B o CYP21A2). Cada mddulo RCCX contiene un gen C4 que puede ser C4A (acido) o
C4B (basico) independientemente del gen C4 que tenga el resto de mddulos.

La deficiencia de C4 es debida a una herencia AR. Los pacientes con la deficiencia
completa de C4 (C4A*Q0 y C4B*Q0) presentan niveles séricos antigénicos de C4 muy bajos o
indetectables incapaz de opsonizar y tener actividad quimiotactica y bactericida mediante la
activacion de la VC. No obstante, la frecuencia de esta deficiencia completa es muy poco
frecuente. Solo se han descrito 28 pacientes de 19 familias estudiadas, la mayoria con LES
(145).La deficiencia de C4A (C4A*QO0) se encuentra en un 1-6% de individuos sanos y la
deficiencia de C4B en un 1-10% de la poblacién sana(145). En cambio, la presencia de alelos
nulos de C4A o (4B es frecuente, en poblacién sana europea ocurre en un 45-56% debido a la
presencia de haplotipos que portan los médulos monomodulares de RCCX que contiene C4A o

C4B (139,146).
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Los individuos con una deficiencia completa de C4 pueden presentar LES y/o una mayor
susceptibilidad a infeccién (147). Los sujetos con deficiencia de C4A (C4A*QQ) tienen mayor
riesgo de padecer LES debido a la incapacidad de eliminar inmunocomplejos (139). Esta
deficiencia también ha sido asociada con rinosinusitis cronica o recurrente (148). Se ha
sugerido que los individuos con la deficiencia de C4B (C4B*Q0) parecen tener mayor
predisposicién a infecciones por bacterias encapsuladas (112,149). Este isotipo es mas
eficiente en la interaccidn con polisacaridos por lo que su ausencia impide la opsonizacién del
patégeno al no depositar C3b en su superficie (145). En cualquier caso, existe mucha
controversia en los resultados publicados hasta ahora (112,150) y todos los estudios han sido
realizados en los afios 1989-1992 con técnicas de andlisis proteico, antes de describirse la
existencia de CNV . El bajo GCN de C4 también se ha asociado a enfermedades. Un bajo GCN
de C4 (<4) o C4A (<2) se ha relacionado con un mayor riesgo a enfermedades autoinmunes
(140) y un bajo GCN de C4B (<1) se han asociado con el desarrollo de artritis reumatoide
seropositiva (151). A su vez, el bajo GCN de (4B, al igual que el genotipo CAL*QQ, se han
asociado con una menor longevidad, aunque existen controversias (152—154). Sin embargo,

altos GCN de C4A se han asociado con proteccién de DMAE (155).

5. Variantes génicas del complemento asociadas con enfermedad o
infeccion

Ademas de las mutaciones causants de IDP de complemento, el continuo estudio de las

variantes de genes del complemento ha permitido identificar algunas variantes asociadas a un

mayor riesgo de padecer enfermedades como la DMAE o SHUa, e identificar variantes

protectoras en diversas entidades clinicas (tabla 3).

Son muchisimas las SNV que se han estudiado en genes del complemento. En la VC
destacan los polimorfismos rs9332739 (E318D) y rs547154 (intrén 10) del gen C2. La SNV
rs9332739 se encuentra en desequilibrio de ligamiento (DL) completo con rs4151667 (L9H) del
gen codificante del fB (CFB) , mientras que la SNV rs547154 se encuentra en DL completo con
rs641153 (R32Q) en el gen CFB. Todas estas SNV se han asociado con desarrollo o proteccion
de desarrollar DMAE (156). La posicién aminoacidica 32 del fB presenta tres variantes: fBiypg,
fBsaq ¥ fBsaw. Las SNV fBs,q ¥ fBaow estdna sociadas con un efecto protector para la DMAE
aunque el efecto protector que ejerce la SNV fBs,w es menor (157-160). Otra SNV de la VA
estudiada es el rs2072633 (IVS17) del fB, también relacionda a una disminucidn del riesgo de

DMAE (158).
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Tabla 3.Polimorfismos mas destacados en el sistema del complemento asociados a enfermedades

Fenotipos asociados al alelo de menor frecuencia

Gen SNV Posicion Riesgo Proteccion Ref.
c2 rs9332739 E318D - DMAE (161)
c2 rs547154 IVS10 - DMAE (161)
CFB rs4151667 HOL - DMAE (161)
CFB rs641153 R32Q - DMAE (161)
CFB rs2072633 IVS17 - DMAE (158)

MBL2 rs5030737 R52C Infeccion, autoinmunidad - (162-165)
MBL2 rs1800450 G54R Infeccién, autoinmunidad - (162-165)
MBL2 rs1800451 G57E Infeccién, autoinmunidad - (162-165)

CFH rs1061170 Y402H DMAE, EDD EA

CFH rs800292 V62l VCP DMAE, EDD, SHUa (166)

CFH rs6677604 - LES, SHUa NIgA, DMAE, C3G (167,168)

CFH rs1065489 E936D SHUa EM (169,170)

CFHR3 rs426736 - SHUa EM (64,171)
CFHR4 rs16840639 - LES - (167)

c3 rs2230199 R102G DMAE, EDD - (172)
c3 rs1047286 P314L DMAE, EDD MB (161,173)
cs rs17611 V8021 - AR, MB (174,175)

SNV: variaciéon del nimero de copias; Ref.: referencias bibliograficas; DMAE: degeneracién macular del adulto
asociado a la edad; EDD: enfermedad de depdsitos densos; EA: enfermedad de Alzheimer; VCP: vasculopatia
coroidea polipoidea; SHUa: sindrome hemolitico urémico atipico; LES: lupus eritematoso sistémico; NIgA:
Nefropatia por IgA; C3G: glomerulopatia-C3; EM: enfermedad meningocdcica; MB: meningitis bacteriana; AR:
artritis reumatoide.

En el gen CFH, que codifica para la proteina del complemento del fH, destacan varias
SNV por su asociacién a diversas enfermedades. El alelo fHagHis de la SNV Y402H confiere
fuerte riesgo de desarrollar DMAE y EDD (176,177), mientras que el alelo fHspr1, Se ha
asociado a un peor pronéstico en pacientes con Alzheimer (178). Otro polimorfismo frecuente
en la poblacidn es el V62l localizado en la region N-terminal del gen CFH. La variante fHg; tiene
caracter protector para DMAE y otras enfermedades como DDD y SHUa (179), debido a que
esta variante reduce la activacion de la VA. A su vez, esta variante se ha establecido como

posible agente causal del desarrollo de vasculopatia coroidea polipoidea (180). La SNV
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rs6677604 del gen CFH, localizada en el intron 12, reduce el riesgo de padecer DMAE,
glomerulopatia-C3 y nefropatia por IgA y estd asociada con mayor riesgo de LES y SHUa
(167,168). La SNV rs6677604 tiene alto DL con la delecién de los genes CFHR3 y CFHR1

(ACFHR3-CFHR1) y ambos ejercen los mismos efectos fenotipicos descritos anteriormente.

Como se ha comentado anteriormente, un pequefio desequilibrio en el delicado ajuste
entre regulaciéon y activacion del complemento puede dar lugar a enfermedades infecciosas e
inflamatorias. Este es el caso de la SNV rs1065489 (E936D) del gen CFH. El alelo fHosensp S€
asocia con riesgo de producir SHUa y a su vez confiere proteccién a desarrollar enfermedades
meningocdcicas (169,170). Otro ejemplo de este tipo de variantes ocurre en la regidn intronica
del CFHR3, en el rs426736 (A>G), que al igual que en el caso anterior, se asocia fuertemente a
riesgo de SHUa y confiere proteccién a enfermedades meningocécicas (64,171). El CFHR3
pertenece a la familia de genes del factor H CFHR1-CFHR5. Se encuentran también en la region
RCA junto al gen CFH. Este conjunto de genes presentan alta homologia en sus secuencias lo
que favorece el reordenamiento cromosémico y que se asocien a enfermedades. Se cree que
esta familia de genes estd implicada en regular la activacién del complemento mediante
competicion por los ligandos y receptores del fH. Otra SNV estudiada perteneciente a esta
familia es el rs16840639, localizado en la regidon intrénica telomérica del gen CFHR4, se ha

asociado a LES (167).

En el gen C3, que codifica para la proteina C3, también se han estudiado diversos
polimorfismos. Destacan, por los numerosos estudios realizados, las SNV C3gi06 Y C3p314.. Las
variantes de menor frecuencia de estos dos polimorfismos se asocian a un mayor riesgo a
DMAE y EDD (C31026 Y C3314.) (161,172). La variante C3314, también se ha asociado a una menor

susceptibilidad a meningitis bacteriana (173).

En la via terminal también se han asociado SNV a diversas enfermedades. Por ejemplo,
una SNV en C5, la V802I, se ha asociado a un mayor riesgo de padecer artritis reumatoide
cuando se tiene la variante C5gpy (174) vy, a su vez, esta misma variante se ha asociado a un

peor prondstico de meningitis neumocdcica (175).

Se han estudiado diversas SNV en los genes que codifican para proteinas implicadas en
la VL, sin embargo, los resultados vuelven a ser contradictorios. Las SNV mds estudiados de
esta via son los que se encuentran en el gen MBL2, que codifica para la MBL. En el exdn 1 de
MBL2 destacan las SNV rs5030737 (R52C), rs1800450 (G54D) y rs1800451 (G57E), y en la
region promotora y la region 5'UTR se han estudiado las SNV rs11003125, rs7096206 vy

rs7095891 (162-165). El efecto causal de estas variantes sigue hoy en dia en duda, aunque
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algunos autores sugieren que la alteracidn de los niveles séricos que producen estas variantes
podria aumentar la susceptibilidad a infecciones y el riesgo de padecer trastornos

autoinmunes (181-184).

Algunos autores han sugerido modelos tedricos en los que predicen que un mismo
polimorfismo en genes que codifican para proteinas del complemento podria desencadenar
tanto inflamacién como infeccién, en funcién de la variante génica que se herede. Al conjunto
de diversas variantes heredadas se le conoce como complotipo. Término acuifiado en 2011
para designar cualquier combinacion heredada de variantes genéticas en genes de
complemento que definan la actividad del complemento del individuo. Heurich vy
colaboradores (166) determinaron que al combinar las variantes génicas de riesgo para DMAE
rs2230199, rs641153 y rs800292 en los genes C3, CFB y CFH (C31056, B3 Y fHeav
respectivamente), se produjo una actividad hemolitica de la VA seis veces mayor en
comparacion con las variantes protectoras (C3102r, fBs2q Y fHs21). LOs autores propusieron que la
herencia de un sistema de complemento altamente activo (por ejemplo, homocigoto C31¢6,
fBasr ¥ fHeyv), €s beneficioso a la hora de combatir una infecciéon debido a una mejora del
proceso de opsonizacidon, mientras que a su vez podria predisponer a enfermedades
inflamatorias como la DMAE (166,185). Asi pues, las variantes que promuevan la activacion de
la VA (C3 o fB) o que favorezcan una disminucidon de actividad reguladora (fl, fH o MCP),
podrdn producir una mayor activacion de la VA y, como consecuencia, inflamacién. En cambio,
individuos con las variantes polimérficas que disminuyan la activacién de la via o promuevan la
activacion de los factores reguladores, daran lugar a una menor activaciéon del complemento vy,

como consecuencia, a individuos con mayor riesgo de infeccién (185).

Los estudios poblacionales podrian ser relevantes para identificar variantes asociadas a
enfermedades inflamatorias por desregulacion de complemento y a la predisposicion a

infecciones vy, su identificacién y conocimiento, podria identificar nuevas dianas terapéuticas.
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[l.Hipdtesis

En base a lo expuesto en la introduccion, las hipdtesis planteadas son:

1.1. Los alelos y genotipos, asi como los haplotipos y complotipos definidos por las SNVs
de los genes C2, C3, CFB, CFH asociados a diferencias en la activacion de
complemento y/o al desarrollo de enfermedades inflamatorias mediadas por
complemento, asi como la variante de C5 asociada a mayor gravedad de la meningitis
neumocécica y la deficiencia completa de C2 se asocian a diferencias en la
susceptibilidad a la neumonia adquirida en la comunidad, en particular neumocdcica,

en adultos.

1.2.La variacién en el nimero de copias, en particular un bajo nimero de copias (0 o 1
copia) de los genes C4A y C4B, asi como la variacién en el nimero de copias de C4L y
C4S, se asocian a diferencias en la susceptibilidad a la neumonia adquirida en la

comunidad, en particular neumocécica, en adultos.

2. Un numero sustancial de casos de enfermedad neumocdcica invasiva en nifios son

debidos a inmunodeficiencias primarias conocidas.

3. La deficiencia de MASP-2 debida a la homocigosidad para el alelo p.D120G del gen
MASP2 se asocia a diferencias en la susceptibilidad a neumonia adquirida en la
comunidad en adultos, a enfermedad neumocdcica invasiva en nifios y a lupus

eritematoso sistémico, aunque su penetrancia clinica pudiera ser baja.
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[Il. Objetivos

1.

Identificar alelos de riesgo de neumonia adquirida en la
comunidad y enfermedad neumocoécica en genes del sistema del

complemento

1.1.Comparar las frecuencias de los diferentes alelos, genotipos, haplotipos y complotipos
de las SNVs de los genes C2, CFB, CFH, C3 y C5, asi como los genotipos de la deleciéon
28bp del del exén 6 del gen C2 en pacientes adultos con neumonia adquirida en la

comunidad, en particular neumocdcica, y en controles adultos sanos.

1.2.Comparar el numero de copias de C4A, C4B, C4S y C4L en pacientes adultos con
neumonia adquirida en la comunidad, en particular neumocécica, y en controles

adultos sanos.

Realizar estudios inmunologicos, dirigidos principalmente al
diagnoéstico de deficiencias de opsonofagocitosis (deficiencias de
anticuerpos, deficiencias de la via clasica y alternativa del
complemento y asplenia) y deficiencias de la activacion de
receptores tipo Toll (TLR) dependiente de MyD88, en pacientes
pediatricos con enfermedad neumocoécica invasiva en la isla de
Gran Canaria, dirigidos al diagnostico de inmunodeficiencias

primarias.

Analizar el efecto causal de la inmunodeficiencia primaria

producida por la deficiencia de MASP-2
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1. Grupos de poblaciones estudiadas
1.1. Poblacion adulta

1.1.1 Pacientes adultos con Neumonia Adquirida en la Comunidad

En este estudio multicéntrico se han incluido pacientes adultos ingresados por NAC
desde enero de 2001 hasta marzo de 2016 en seis hospitales espafioles: Hospital Universitario
de Gran Canaria Doctor Negrin, Las Palmas de Gran Canaria; Hospital Universitario de La
Princesa, Madrid; Hospital Clinico Universitario, Valencia; Hospital General San Jorge, Huesca;

Hospital Son Llatzer, Palma de Mallorca; y Hospital Universitario de Canarias, Tenerife.

1.1.1.1 Criterios de inclusién

Los criterios para la inclusion de pacientes diagnosticados de NAC en este estudio
fueron: 1) presentar sintomas y signos de infeccién de las vias aéreas inferiores, junto con la
aparicion de un infiltrado radiolégico nuevo y sin otros diagndsticos alternativos durante el
seguimiento; 2) No haber sido hospitalizado al menos, en los diez dias previos al episodio

actual; 3) ser espafiol de origen caucasico.
1.1.1.2 Criterios de exclusion

Quedaron excluidos del estudio aquellos pacientes que, aun con el diagndstico de NAC,
cumplia alguno de los siguientes criterios: 1) inmunodepresién grave, tales como
inmunodeficiencias primarias, neutropenia significativa (<1,0 x 10°/L), o portadores del virus
de la inmunodeficiencia humana (VIH), trasplantados de médula ésea o de 6rgano sélido, o
tratados con esteroides sistémicos a dosis superiores a 20 mg de prednisona o su equivalente
al dia durante dos semanas o mas; 2) NAC como evento terminal de una enfermedad crénica 'y
progresiva; 3) tuberculosis; 4) neumonia obstructiva por neoplasia; 5) neumonia por
aspiracién; 6) neumonia nosocomial; 7) extranjeros, los pacientes espafioles no caucasicos y

los pacientes espafioles cuyos antecesores fueran extranjeros (al menos tres generaciones).

1.1.1.3 Criterios de diagnostico

La NAC es toda infeccidon aguda del tracto respiratorio inferior caracterizada por la
aparicion de infiltrado pulmonar agudo en la radiografia de térax y compatible con neumonia,

un examen clinico compatible y con la adquisicién extrahospitalaria de la infeccion.
Se diagnosticé de NAC cuando:

— Se obtuvo un hemocultivo positivo para cualquier bacteria u hongo patégenos sin
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otro foco aparente

— Se recuperd un patégeno de muestras obtenidas con puncidn transtoracica o en
liquido pleural

— Se produjo una seroconversion con aumento de, al menos, cuatro veces el titulo
inicial de IgG para Chlamydophila pneumoniae, Chlamydophila psittaci, Legionella
pneumophila, Coxiella burnetii o virus respiratorios

— Se obtuvo un titulo inicial de IgM > 1:32 para Chlamydophila pneumoniae, 1:80
para Coxiella burnetii, y cualquier titulo para Mycoplasma pneumoniae

— Se obtuvo un antigeno urinario positivo para Legionella pneumophila o para S.
pneumoniae

— Se obtuvieron recuentos > 10° unidades formadoras de colonias (ufc)/mL en
muestras de catéter telescopado o biopsia pulmonar y > 10* ufc/mL en lavado

broncoalveolar.
1.1.2 Subgrupos de Neumonia Adquirida en la Comunidad

1.1.2.1 Neumonia Neumocdcica Adquirida en la Comunidad

El diagndstico de la NNAC se basé en la observacidn radioldgica de térax de infiltrado

pulmonar compatible con neumonia y la presencia de al menos uno de los siguientes criterios:

— Claro predominio de cocos lanceolados grampositivos agrupados en cadenas o en
parejas, sin otros microorganismos en muestras de esputo o aspirados
traqueobronquiales; dichos especimenes debian contener >20 neutrdfilos y <10
células epiteliales escamosas por campo de bajo aumento

— Crecimiento significativo de S. pneumoniae en el cultivo, sin otros patdgenos
probables

— Liquido pleural con crecimiento de S. pneumoniae

— Antigeno urinario positivo para S. pneumoniae

— Crecimiento bacteriano de > 10° ufc/mL de S. pneumoniae en especimenes de
catéter telescopado o biopsia pulmonar, y/o >10° ufc/mL en lavado

broncoalveolar.

1.1.2.2 Neumonia Neumococica No Bacteriémica

El diagndstico de neumonia neumocdcica no bacteriémica (NNAC-NB) se basd en
obtener resultados negativos de los hemocultivos antes de recibir tratamiento antibiético en el

hospital y en tener al menos uno de los criterios descritos anteriormente (apartado 1.1.2.1).
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1.1.2.3 Neumonia Neumococica Bacteriémica

El diagnostico de neumonia neumocécica bacteriémica (NNAC-B) se baso en la presencia

de, al menos, un hemocultivo positivos para S. pneumoniae.

1.1.2.4 Neumonia no Neumocodcica

La neumonia adquirida en la comunidad no neumocdcica (No-NNAC) se define como la
NAC que esta causada por otro microorganismo (NAC-OM) distinto a S. pneumoniae o que el

agente etiolégico no ha sido determinado (NAC-ND).

1.1.3 Pacientes con Lupus Eritematoso Sistémico

Este estudio prospectivo incluyd pacientes adultos con LES atendidos en el Hospital

Universitario de Gran Canaria Doctor Negrin de Las Palmas de Gran Canaria.

Los pacientes diagnosticados de LES incluidos en este estudio fueron aquellos que
cumplieron cuatro o mas de los once criterios propuestos por el Colegio Americano de

Reumatologia en la clasificacion de Lupus Eritematoso Sistémico (186).

1.1.4 Controles

Los individuos controles adultos proceden de cuatro de los seis hospitales participantes
(Hospital Universitario de Gran Canaria Doctor Negrin, Las Palmas de Gran Canaria; Hospital
Universitario de La Princesa, Madrid; Hospital Clinico Universitario, Valencia; y Hospital

General San Jorge, Huesca).

Todos los sujetos eran espafioles de origen caucasico, mayores de edad y no estaban

emparentados genéticamente entre si. Se han dividido en dos grupos:

— Controles sanos de la poblacion general. Este grupo se constituyd por voluntarios
sanos, principalmente donantes de médula ésea y/o sangre, personal investigador
y clinico, y estudiantes universitarios. A este conjunto de individuos nos

referiremos como controles adultos sanos.

— Controles adultos sin infeccion. Este grupo estd formado por pacientes sin
historia previa relevante de infecciones respiratorias procedentes de diversos
servicios hospitalarios (medicina general, inmunologia, neumologia, hematologia,

bioquimica, radioterapia, microbiologia o dermatologia).
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1.2. Poblacion pediatrica

1.2.1 Pacientes con enfermedad neumocdcica invasiva

En este estudio se incluyeron a todos los nifios que asistieron al Complejo Hospitalario
Universitario Insular Materno Infantil de Gran Canaria con ENI entre enero del afno 2000 y

febrero del afio 2017.

Los pacientes diagnosticados de ENI fueron aquellos que presentaron signos clinicos de
infeccidn severos (meningitis, bacteriemia, septicemia, neumonia bacteriémica o complicada,
pleuritis, celulitis, artritis, mastoiditis, osteomielitis y/o peritonitis) y en los que se aislé un
cultivo positivo de S. pneumoniae de sitios normalmente estériles (sangre, liquido
cefalorraquideo, liquido pleural, liquido sinovial o exudado ético, pero no esputo). Ademas,

como criterio de inclusion se incluyé sélo a pacientes de edad pediatrica (menores de 14 aios).

Los factores de riesgo cldsicos asociados con susceptibilidad a ENI fueron: anemia
falciforme, fistula post-quirdrgica, trasplantes, infeccion por VIH, enfermedad congénita
(asplenia, cardiopatias, displasia de Mondini), cardiaca, pulmonar (asma grave, displasia
broncopulmonar, aspiraciéon de meconio), hepatica o renal crénica, ser prematuro o tener
retraso ponderal y/o tener alguna enfermedad sistémica, lupus eritematoso sistémico o

Sindrome de Down.

1.2.2 Pacientes con enfermedad neumocdcica invasiva grave

A partir del grupo de pacientes con ENI definidos anteriormente se estudid a los nifios

con ENI grave.

1.2.2.1 Criterios de inclusién

Los criterios para la inclusién de pacientes pedidtricos diagnosticados de ENI grave
fueron: 1) pacientes con ENI hospitalizados; 2) pacientes con diagndstico clinico de ENI grave
por meningitis, neumonias bacteriémicas, empiemas o derrame pleural, bacteriemias con
complicaciones sistémicas (sepsis, shock séptico o ingreso en la unidad de medicina intensiva)

y/o bacteriemias con artritis séptica u otras localizaciones.

1.2.2.2 Criterios de exclusion

Se excluyeron a los pacientes con ENI que no fueron hospitalizados y a los pacientes con

ENI causada por bacteriema sin foco.
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1.2.3 Definiciones

1.2.3.1 Enfermedad neumocdcica invasiva recurrente

La ENI recurrente se define como 2 o mads episodios de ENI en el mismo individuo con al

menos un mes de diferencia.

1.2.3.2 Neumonia complicada

La neumonia complicada se define como una infeccién que afecta al parénquima
pulmonar, que se complica al presentar una o mas de las siguientes afecciones: derrame
paraneumodnico, empiema, neumonia necrotizante, abscesos, neumotdrax o fistula
broncopopleural (187). Para que se considere empiema o derrame pleural complicado el
liguido pleural debe caracterizarse por presentar pus libre o pH menor de 7 y el cutivo ser
Gram +. Otra complicacidn de la neumonia es la neumonia bacteriémica, considerada como
una de las formas mas graves de neumonia, especialmente, con sepsis. Las complicaciones mas
habituales de las NAC son las causadas por empiemas o derrames pleurales, las neumonias

necrotizantes y la abcesificacion y, en menor medida, la sepsis.

1.2.3.3 Neumonia recurrente

La neumonia recurrente se define como dos o mas episodios de neumonia en un mismo
afo o tres o mas episodios durante toda la vida, con evidencia de resolucion radiolégica entre

los mismos (188).

1.2.3.4 Sepsis

La sepsis se define como un sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SRIS) debido
a la presencia o resultado de cualquier infeccidon sospechada o confirmada con al menos dos
de los siguientes criterios (189,190) (al menos uno de los criterios debe ser la alteracion de la

temperatura corporal o del recuento leucocitario):

a) Temperatura corporal central > 38,5°C o < 36°C (rectal, vesical, oral o sonda central)
b) Taquicardia, definida como:
— Una elevacién >2 SD (desviaciones estandar) de la media para su edad en ausencia
de estimulos externos, medicacion o estimulo doloroso
— Elevacidn persistente inexplicable durante 0,5-4 horas
— Bradicardia < percentil 10 en niflos menores de un afio de edad en ausencia de
estimulo vagal, medicacion beta-bloqueante o cardiopatia congénita o

disminucidén de la frecuencia inexplicable durante mds de 0,5 horas.

51



IV. Materiales y métodos

c) Taquipnea, frecuencia respiratoria > 2 SD sobre la media para la edad

d) Leucocitosis o leucopenia para su edad o >10% de neutrdfilos inmaduros.

1.2.3.5 Fallo vacunal

Se define como fallo vacunal a la aparicién de ENI en pacientes pedidtricos con
vacunacion frente a S. pneumoniae completa y adecuada acorde a su edad teniendo en cuenta
el periodo de incubacién y la demora normal para que la proteccidon sea adquirida como

resultado de la inmunizacion.

Las vacunas antineumocdcicas conjugadas (PCV) contienen los polisacaridos capsulares

de los serotipos que se citan a continuacion:

— Vacuna antineumocdcicas conjugada heptavalente (PCV7 o Prevenar®): 4, 6B, 9V,
14, 18C, 19F, 23F

— Vacuna antineumocécicas conjugada decavalente (PCV10 o Synflorix®): 4, 6B, 9V,
14, 18C, 19F, 23F, 1, 5, 7F

— Vacuna antineumocdcicas conjugada tridecavalente (PCV13 o Prevenar 13°): 4,

6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F, 1, 5, 7F, 3, 6A, 19A

En junio de 2001 se comercializé por primera vez en Espafia la vacuna PCV7 constituida
por los 7 serotipos especificados anteriormente. Posteriormente, en marzo de 2009 se
comercializé la PCV10 y por ultimo, en junio de 2010 se comercializé la PCV13 pero no fue

hasta marzo de 2015 cuando se introdujo en el calendario vacunal infantil de Canarias.

De este modo se considerd que tuvieron fallo vacunal los pacientes a los que se
confirmé la presencia de S. pneumoniae tras transcurrir al menos 14 dias desde la

administracién de la Ultima dosis acorde a su grupo de edad:

— Niflos vacunados entre los 0-6 meses de edad: 3 + 1 dosis de PCV7; 3 + 1 de
PCV10; o 2 +1 dosis de PCV13.

— Niflos vacunados entre los 7-11 meses de edad: 3 dosis (2 dosis con un intervalo
de al menos 1 mes entre dosis y se recomienda una tercera dosis durante el 22
ano de vida)

— Niflos de 12 a 23 meses: 2 dosis (separadas 2 meses entre dosis)

— Nifos de mas de dos afos: 1 dosis.
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1.3. Recogida de datos

El protocolo fue aprobado por los Comités Eticos de Investigaciéon Clinica (CEIC) de los
hospitales participantes. Para la inclusion en el estudio se recogieron los correspondientes
consentimientos informados de los pacientes o, en su caso, sus representantes. El presente

estudio se realizé en conformidad a la declaracién de Helsinki.

En el caso de pacientes con NAC la hoja de recogida de datos incluyé datos
demograficos, habitos toxicos (tabaquismo, consumo de alcohol u otras drogas), presencia de
cormobilidades, variables biolégicas habituales, uso previo de betalactdmicos, uso de
glucocorticoides u otras drogas inmunosupresoras y los resultados microbiolégicos. Ademas,
se registraron las complicaciones que aparecieron en los siguientes 30 dias de la presentacion
de la NAC incluyendo enfermedades de base del paciente y/o la presencia de shock,

insuficiencia renal, insuficiencia respiratoria, metastasis sépticas, ingreso en UCI.

En la hoja de recogida de datos de pacientes con ENI se recopild: sexo, fecha de
nacimiento, fecha de ingreso, edad, antecedentes familiares y del paciente, signos clinicos,
serotipo, estado de vacunacién neumocdcica y factores de riesgo (disfuncidon cardiovascular,

neuroldgica, renal, respiratoria, hematoldgica o hepdatica) y cormobilidades.
2. Estudios genéticos

2.1. Aislamiento y purificacion de ADN genémico

De cada individuo se tomd una muestra de sangre periférica anticoagulada con EDTA. La
extraccion del ADN gendmico se realizdé mediante la técnica de extraccion manual fenol-
cloroformo o mediante sistemas automatizados de extraccién. La extraccion manual mediante
la técnica de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1, v/v) se realiz6 en muestras de
individuos tomadas hasta 2009. Los sistemas automatizados de purificacién de 4cidos
nucleicos utilizados fueron el Magnapure (Roche Molecular Diagnostics, Pleasanton, CA, USA),
el iPrep™ Purification Instrument utilizando los reactivos de iPrep™ PureLink® gDNA Blood Kit
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EE.UU.) o el equipo Nuclisens® easyMAG®

(Biomerieux, Marcyl’Etoile, France).

Una vez realizada la extraccion se procedié a la verificacion de la integridad vy
cuantificacion del ADN extraido mediante el uso del espectrofotometro NanoDrop® ND-1000
(Fisher Scientific, Wilmington, EE.UU.). Se consideraron las muestras de pureza éptima

aquellas con un ratio de absorbancia 260/280nm entre 1,7-1,9.
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2.2. Analisis de polimorfismos de genes del complemento

En el presente trabajo se han seleccionado SNV en genes del sistema del complemento
(C2, €3, CFH, CFB y C5) con una frecuencia del alelo menor superior al 5 % (MAF > 5%) y que,
ademas, han sido previamente asociados con alguna complementopatia o asociados a una
mayor gravedad a meningitis meningocdcica. Segun este criterio de seleccion se analizaron 12
SNV: dos presentes en el gen C2 (rs9332739, rs547154), dos variantes en el gen C3 (rs1047286,
rs2230199), 5 en el gen del CFH (rs800292, rs1065489, rs6677604, rs1061170, rs16840639), 2
SNV en el gen CFB (rs2072633 y rs4151667) y una en C5 (rs17611) (tabla 4).

Tabla 4. Polimorfismos de genes del complemento analizados

Gen SNV Posicion Caddigo de ensayo
c2 rs9332739 E318D C_29531804_10
c2 rs547154 IVS10 C__940286_10
CFB rs4151667 HOL C_ 29622248 10
CFB rs2072633 IVS17 C__ 3125456_1_
CFH rs1061170 Y402H C__ 8355565_10
CFH rs800292 V62l C__ 2530382_10
CFH rs6677604 intrén C__ 2530309_10
CFH rs1065489 E936D C__ 2530274_1_
CFHR3 rs426736 intrén C_188895459_10
CFHR4 rs16840639 intrén C__26753546_10
c3 rs2230199 R102G C__26330755_10
c3 rs1047286 P314L C__ 1998030_10
c5 rs17611 V802l C__11720402_10

Todos los ensayos son TagMan® SNP Genotyping Assays predisefiados (Applied
Biosystems). Se tratd de realizar un ensayo custom para el rs641153 del gen del factor B
utilizando el software Primer Expres, Applied Biosystems. Sin embargo, la sintesis
personalizada de este ensayo no tuvo éxito al tratarse de una region complicada, debido a que
en la misma posicién nucleotidica existe la posibilidad de encontrar 3 variantes genéticas. No
obstante, el SNV rs641153 esta en desequilibrio de ligamiento completo con el rs547154 del

gen C2 del complemento.

La identificacidn de los genotipos de los diversos SNVs se realizd mediante reaccion en

cadena de la polimerasa (PCR, reaccion change polymerase) a tiempo real utilizando sondas
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Tagman. Cada ensayo de identificacion de genotipos TagMan predisefiados estd compuesto
por un par de primers especificos, dos sondas Tagman (una marcada con el fluorocromo VIC y
otra con FAM) en el extremo 5' y el Quencher (NFQ) con la unién al surco menor (MGB) en el
extremo 3'. Esto permite la discriminacién alélica puesto que en la reaccidon de amplificacion
solo el primer complementario al ADN se unira, lo cual hard que se libere la sonda y emita
fluorescencia a la longitud de onda especifica (VIC a 550nm y/o FAM a 520nm

aproximadamente).

Las condiciones de PCR para una placa de 96 pocillos se establecieron segun indica el

fabricante:

- 12,2 yl de TagMan™ Genotyping Master Mix
— 11,25 pl de agua libre de DNasas
— 1,25 ul del ensayo Tagman predisefiado 20X (Tagman SNP Genotyping Assays,
Applied Biosystems)
— 1pl de ADN a 100ng/ul en cada pocillo
Volumen final de cada pocillo: 25 pl
El genotipado se realizd a través de diagramas de discriminacion alélica utilizando el
equipo ViiA™ 7 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Las
condiciones de PCR estandarizadas son: desnaturalizacidn inicial 952C 10 minutos, seguido de
40 ciclos de desnaturalizacién a 952C durante 15 segundos y anillado/extension a 602C durante
un minuto. Los resultados fueron analizados con el programa ViiA™7 Software Instrument
Console en el que se visualizd el punto final de fluorescencia relativa debido a la liberacién del

fluorocromo con el que estaba marcada cada sonda (VIC y/o FAM).

2.3. Analisis de la deficiencia C2 del complemento

El estudio de la prevalencia de la deficiencia tipo | del gen del complemento C2 (C2D), es
decir, el analisis de la delecion de 28 pares de bases en el exdn 6, c.841 849+19del28 (C2, 28-
bp DEL) se llevé a cabo mediante PCR convencional segun el protocolo descrito previamente

por Sullivan y coloboradores (132) con ligeras modificaciones mostradas en la tabla 5:

Posteriormente el producto de PCR obtenido fue analizado mediante electroforesis en
gel de agarosa al 3% y tenido con bromuro de etidio. Tras observar en el transiluminador de luz

UV se pudo distinguir tres patrones de bandas:
— 180 pb: homocigético wild type (+/+)
— 180y 152 pb: heterocigético (+/-)
—  152pb: homocigédtico con la delecion (-/-)
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Tabla 5.Condiciones de PCR y primers utilizados en el analisis de la deficiencia de C2

. Condiciones .
Reactivos . Primers
termociclador

[ ul Temperatura Ciclos Primers Secuencia
H,0 13,98
Buffer 1,0x 2,5 950-—---- 5 C2-Fw  5-GCCTGGGCCCTAAAATCCAAATCCA-3’
dNTPs 0,2mM 2 959-—--om-- 307 C2-Rv  5’-GCACAGGAAGGCCTCTGCTGCAGGC-3’
MgCl, 1,5mM 1,5 60--------- 30" X30
C2-Fw 0,28uM 0,7 722----—-- 157
C2-Rv 0,28 uM 0,7 729-—mme- 5
TaqgPol 0,60 U 0,12 49 oo
ADN 350ng 3,5

Kit utilizado AmpliTag DNA Polymerase, ref. N8080156, (Applied biosystems, Foster City, CA, USA). Termociclador
utilizado PCT-100 de MJ Research. [ ];: concentracion final; pl: volumen empleado en una reaccion

2.4. Estudio de la variacion del namero de copias del gen C4 del

complemento

El analisis del nimero de copias del gen de C4 total C4A, C4B o el analisis del tamaio del
gen (C4S o C4L) se llevé a cabo utilizando sondas Tagman predisefiadas (C4A, Hs07226349;
C4B, Hs07226350; C4S, Hs07226351; C4L, Hs07226352, pre-designed TagMan® Copy Number
Assays, Applied Biosystems) mediante PCR cuantitativa a tiempo real (QPCR) (191). Para ello se
utilizé a su vez un gen de referencia endégeno humano, el RNaseP (TagMan™ Copy Number
Reference Assay, human, RNase P), mediante duplex real time PCR para poder realizar una
cuantificacion relativa de las variaciones en el nimero de copias de los genes de interés (C4A,
C4B, C4S o C4L). Los ensayos TagMan CNV cuantificaron el gen de interés y se normalizé con el
gen de referencia endégeno (RNaseP) puesto que se conoce que éste siempre tiene dos copias
en un genoma diploide. Se realizd mediante cuantificacion relativa utilizando el método de
comparativa C; (AAC;). Este método consiste en medir la diferencia de C; (ciclo umbral) entre

la secuencia diana y la de referencia (AC;).
La reaccion de cuantificacion del nimero de copias requirié por pocillo lo siguiente:

— 4 ul ADN gendmico purificado (5ng/ul)

— 10ul TagMan Genotyping Master Mix

— 0,33ul TagMan Copy Number Assay 60X diluido en 0.66ul de TE (concentracion
final 20X)

— 1upl TagMan Copy Number Reference Assay (RNaseP) 20X

—  4pl agua libre de nucleasas

Cada TagMan® Copy Number Assay contiene dos primers y una sonda MGB marcada con
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FAM para detectar la secuencia diana. El ensayo de referencia, RNaseP, contiene dos primers y
una sonda TAMRA marcada con VIC para detectar la secuencia de referencia del ADN
gendémico. Cada muestra de ADN, los blancos (muestras sin ADN que muestra la fluorescencia
de fondo y permite detectar si existe contaminacién) y las muestras de referencia (muestras de
ADN con numero de copias conocido para la regién de interés) fueron cargados por

cuatriplicado en cada placa para cada uno de los ensayos (C4A, C4B, C4S y C4L).

Las condiciones de PCR fueron las establecidas por el fabricante: 952C 10 minutos
seguido de 40 ciclos de 952C durante 15 segundos y 602C durante 60 segundos en el
termociclador ViiA™ 7 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Una vez finalizada la PCR, el analisis de datos post-PCR se llevd a cabo en el software
CopyCaller (Applied Biosystems CopyCaller™ Software). Para ello, los archivos con los valores
de las C; de cada muestra realizada por cuatriplicado fueron exportados del Viia7 Real-Time
PCR System e importados en el CopyCaller Software. El analisis se llevé a cabo acorde a la Guia
del Usuario (PN 4400042). El riguroso control de calidad fue realizado conforme lo establecido

en dicho manual de tal forma que se excluyeron (153):

—  Todas las muestras con menos de tres replicados

—  Muestras con confianza <0,95 y |CN predichas — CN calculadas| > 0,3

—  Muestras con Z-score > 2,65

—  Muestras con 2,65>Z-score > 1,75 y |CN predichas — CN calculadas| > 0,3

—  Ademas, debid cumplirse para cada muestra que la suma del nimero de copias de

C4A y C4B fuese igual a la suma del nimero de copias de C4S 'y C4L.

2.5. Analisis de la homocigosidad para el alelo p.D102G del gen MASP2

de complemento

2.5.1 Andlisis del polimorfismo p.D102G del gen MASP2

La mutacién p.D120G del gen MASP2 (rs72550870) se localiza en el dominio CUB1 del
exén 3 (chr1:11046609) (figura 8.a). Se caracteriza por un cambio a nivel genético de una
adenina (A) por una guanina (G) (c.359A>G) dando lugar a una mutacion sin sentido (missense)
qgue ocasiona un cambio de aminoacido de acido aspartico (D) a glicina (G) (p.D120G). El
genotipado de esta variante genética se realizd mediante la reaccion en cadena de la

polimerasa con andlisis del polimorfismo de los fragmentos de restriccion (PCR-RFLP,
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restriction fragment length polymorphism PCR) utilizando enzimas de restriccion especificas. El

protocolo llevado a cabo se detalla a continuacion:

e U e L

Dominios
estructurales

Serine
Protease

EGF \ CCP2

Cadena pesada Cadena ligera

b) c) Heterocigoto AG
Mw  AA AG GG B

| S

200 pb —»
144 pb—

56 pb—»

Figura 8. Representacion del genotipado de la variante p.D120G en el gen MASP2.

a) Representacion esquemadtica de la regidon codificante del gen MASP2, conteniendo en el dominio CUB1 la
mutacién p.D102G. b) Gel de electroforesis en el que se representa el patron de bandas obtenido tras la
realizacion de PCR-RFLP para la identificacion de la mutacién D120G en la regién CUB1 del gen MASP2. C)
Electroferograma mostrando la sustitucion nucleotidica A>G en la posicion 359 del exon 3 de MASP2. CUB:
dominio CUB (para Clr/Cls, Bmp1l); EGF: factor de crecimiento epidérmico; CCP: proteinas de control del
crecimiento; Mw: marcador de peso molecular (pb); B: blanco

Primero se amplificé la region de ADN de interés, el dominio CUB1, mediante PCR
convencional utilizando los primers CUB1D y M2-1R2 (tabla 6). Las condiciones de PCR

utilizadas se especifican en la tabla 7. Posteriormente, el producto de PCR obteniendo se
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visualizé mediante electroforesis en gel de agarosa tefiido al 2% con bromuro de etidio y se

observo en el transiluminador de luz UV. El producto de PCR esperado es de 200pb.

Tabla 6. Primers utilizados en el analisis de la muacion p.D120G en el gen MASP2

Primer Orientacion Secuencia

CuUB1D Forward 5’-CCTGGCAAGGACACTTTCTAC-3’

M2-1R2 Reverse 5’-ACTGAAGGCAGGGCTGCCTG-3’
SecMASP2-Fw Forward 5’-GCGAGTACGACTTCGTCAAGG-3’
SecMASP2-Rv Reverse 5’-CTCGGCTGCATAGAAGGCCTC-3’

Tabla 7. Condiciones de PCR empleadas en el analisis de la muacion p.D120G en el gen MASP2

Reactivos Condiciones termociclador

Reactivo Stock [ 1 ul Etapa T?:g;’ ’ Tiempo Ciclo
H,0 estéril 19,55
Buffer 10x 1,0x 3 Pre-desnaturalizacidn 94 °C 120 1
dNTPs 2,5mM 0,2mM 2.4
MgCl, 25mM 1,5mM 1.8 Desnaturalizacion 94 °C 307
Primer Fw 10uM 0,25uM 0.8 Anillamiento 62 °C 60" 30
Primer Rev 10uM 0,25 uM 0.8 Extension 72 eC 120
AmpliTaq 5U/ul 0,75U 0.15
ADN 100ng/ul 150ng 1.5 Extension final 729C 5 1
Volumen final 30 Hold 4°C oo

Kit utilizado AmpliTag DNA Polymerase, ref. N8080156, (Applied biosystems, Foster City, CA, USA). Termociclador
utilizado PCT-100 de MJ Research. [ ]f: concentracidn final; pl: volumen empleado en una reaccion.

Por ultimo, con el fin de determinar la presencia o no de la mutacién el producto
amplificado en la PCR anterior se sometido a RFLP-PCR, para ello se afadié 5U de la enzima

Hapll (Takara Bio USA, Inc) a 5ul del amplificado y se incubé 60 minutos a 37 C.

A continuacidn, se observé el producto de la digestidn tras haberlo corrido en un gel de
agarosa al 2% con bromuro de etidio. La enzima Hpall es una desoxirribonucleasa tipo Il que
reconoce de forma especifica las secuencias C*CGG, de forma que en presencia de la mutaciéon
(TCAC GGC) se producira el corte obteniéndose dos fragmentos de 144 y 56 pb, en cambio, en
aquellos individuos que presentan el alelo de referencia (TCC GAC) no se podra producir dicho

corte por lo que el tamafio esperado es de 200pb (figura 8.b).
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2.5.2 Secuenciacion del dominio CUB1

Con el fin de confirmar el correcto genotipado de todos los individuos homocigotos
mutados se secuencid parte de la region que engloba el dominio CUB1 del gen MASP2. Con
este fin se utilizaron los primers descritos en la tabla 6 y se secuencié mediante el método

Sanger en el secuenciador (ABI Prism 310, Applied Biosystems) (figura 8.c).

2.5.3 Identificacién de casos previos

Se realizé una busqueda exhaustiva en PubMed con el fin de identificar todos los casos
previos publicados de individuos homocigdticos p.120G en el gen MASP2. Para ello se
utilizaron los términos de busqueda “Mannose-binding lectin-associated serine protease 2”,
“Mannose-binding protein-associated serine protease 2”, “Mannan-binding lectin-associated

serine protease 2”, “MASP-2" y “MASP2".
3. Microbiologia

3.1. Aislamiento de Streptococcus pneumoniae

El aislamiento de S. pneumoniae se llevd a cabo en el servicio de Microbiologia del
hospital Dr. Negrin a partir de muestras procedentes de sitios estériles de los pacientes

(sangre, liquido cefalorraquideo, pleural o articular) mediante cultivo microbiolégico o PCR.

3.1.1 Cultivo microbiolégico

El cultivo microbiolégico consistid en observar la formacion de colonias a-hemoliticas
en agar sangre y confirmar las colonias positivas mediante la determinacién de la

susceptibilidad a la optoquina. Los distintos medios de cultivos utilizados fueron:

12) Cultivo en agar sangre enriquecido. Se cultivaron las muestras en agar sangre
enriquecido y se incubaron 24-48 horas. Se diagnosticé como S. pneumoniae a
aquellas muestras en las que se observd la formacidon de colonias a-hemoliticas
(rodeadas de zona verdosa de a-hemdlisis), pequefias, grisaceas, mucoides
(acuosas) y con apariencia umbilicada (formacion de una depresion en el centro
de cada colonia).

29) Susceptibilidad a la optoquina. S. pneumoniae es sensible a la optoquina a bajas
concentraciones por lo que se colocd un disco de papel de 6mm con 5ug de
optoquina sobre una placa de agar sangre enriquecida previamente inoculada con
una colonia asilada del cultivo anterior. Se incubd 18-24 horas a 352C en CO, al 5-

7% y se observé el halo de inhibicidn, si es mayor de 14mm se confirmo el
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aislamiento positivo de S. pneumoniae.

39) Solubilidad en bilis. Esta técnica se realizé cuando los resultados de la prueba de
la susceptibilidad a la optoquina fueron ambiguos (halo de inhibicién entre 9-
13mm). Aquellas muestras solubles en bilis se identificaron como S. pneumoniae.

42) Pruebas de aglutinacion en lamina. Esta prueba se llevd a cabo en las muestras
gue, segun morfologia y susceptibilidad a la optoquina, aparentan ser S.
pneumoniae pero no son solubles en bilis. Esta técnica se realizé acorde a las
instrucciones del fabricante utilizando el kit comercial Slidex-Pneumo kit,
(Biomerieux, Marcy L'Etoile, Francia). La aglutinacion en lamina positiva, junto a
las caracteristicas morfoldgicas y susceptibilidad positiva a la optoquina se

consideraron como aislamiento de S. pneumoniae positivo.

3.1.2 Identificaciéon molecular.

Cuando los cultivos de muestras de LCR o liquido pleural fueron negativos se enviaron
para su andlisis al laboratorio de referencia (Centro Nacional de Microbiologia, Majadahonda,
Madrid). El diagndstico se realizé mediante gPCR utilizando primers especificos del gen de

neumolisina de S. pneumoniae y sondas tagman (192).

3.2. Serotipado

El serotipado de las cepas se realizo en el laboratorio de referencia mediante la reaccion
de Quellung acorde a las instrucciones del fabricante (Statens Serum Institut, Copenhague,

Dinamarca). Cuando el cultivo fue negativo se serotipé mediante PCR a tiempo real (193).
4. Estudios inmunologicos

4.1. Niveles de inmunoglobulinas séricas

Los niveles de inmunoglobulinas séricas IgG, IgA, 1gM y de las subclases de 1gG se
midieron mediante nefelometria, las isohemaglutininas y el titulo de anticuerpos se
determinaron mediante métodos estandar, y los niveles de IgE se analizaron mediante ELISA

(ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas, enzyme-linked immunosorbent assay).

4.2. Evaluacion de la inmunidad innata

La inmunidad innata se evalud analizando los niveles séricos de C3 y C4 mediante
nefelometria y el CH50 (medicion del complemento hemolitico total) utilizado para determinar

la actividad de la VC se cuantific6 mediante inmunoensayo de liposomas acorde a las
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instrucciones del fabricante. Para determinar la presencia de asplenia, se estudiaron los

cuerpos de Howell-Jolly en frotis de sangre y/o se realizé ecografia abdominal.

Se realizdé un hemograma completo (CBC, complete blood count) a todos los pacientes

para descartar alguna posible alteracion.

4.3. Subpoblaciones linfocitarias

Se realizd andlisis de subpoblaciones linfocitarias mediante marcaje de moléculas de
superficie celular utilizando anticuerpos monoclonales especificos (AcMo) conjugados con un
fluorocromo. El protocolo consistié en anadir a cada tubo de citometria 100ul de sangre total
(recolectada en tubos de EDTA), afiadir 3-20ul de AcMo segun corresponda acorde con las
instrucciones del fabricante (en la tabla 8 se especifica el panel utilizado en este estudio) e
incubar 15 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Posteriormente, se anadieron 2ml
de solucion lisante (Facslysing solution, Becton Dickinson, San José, CA) con el fin de eliminar
las células no nucleadas y se incubé 11 minutos en las mismas condiciones especificadas
anteriormente. Una vez transcurrido el tiempo, se centrifugaron los tubos a 450g durante 5
minutos y se lavé el exceso de anticuerpo con 3 ml de PBS sin Ca®* ni Mg®* con azida de sodio al
0.1% centrifugando a 500g durante 5 minutos. Finalmente, el sobrenadante se decanté y se
resuspendiod el precipitado celular en 250ul de PBS azida para adquirir las células en el
citdmetro de flujo (FACS Canto Il Becton-Dikinson). En el caso del tubo 7 previo al marcaje con
los AcMo conjugados se realizaron dos lavados con PBS sin Ca?* ni Mg?" (10 minutos a 300g)
con el fin de evitar que las Ig séricas fluctuantes interfiriesen con la tincién de AcMo anti-lg en

la superficie celular mediante inhibicién competitiva.

Tabla 8. Panel de anticuerpos monoclonalres utilizados en el estudio de las diferentes
subpoblaciones linfocitarias

TUBO FITC PE PERCP PECy7 APC APCH7
1 cD4 CD16 cD3 CD56 cDs CD45
2 CD45RA CCR7 cD3 - cD8 cD4
3 CD57 CD28 cD3 CD8 cD4 CD45
4 CD45RA CCR7 cD3 CD8 cD62L cD4
5 CD24 CD38 - CD19 cD21 CD45
6 CD27 CD10 CD20 CD19 CD38 CD45
7 CD27 IgD - CD19 IgM CD45

Los flurocromos utilizados fueron FITC, PE, PERCP, PECy7, APC y APCH7
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Los marcajes utilizados fueron: CD3, CD4, CD8, CD31, CD45RA, CD45R0O, CD28, CD57,
CCR7, CD62L y CD21 para analizar las subpoblaciones de linfocitos T; CD19, CD20, CD10, CD27,
CD24, CD38, IgD e IgM para estudiar subpoblaciones de células B; y CD3, CD56, CD16 y CD57
para evaluar las células NK. Todos los anticuerpos se adquirieron de BD (Biosciences, San José,

CA, EE. UU).

Para llevar a cabo un analisis fenotipico dptimo se seleccioné la poblacidn a estudio de
acuerdo al tamano (FSC) y complejidad interna (SSC), de este modo se seleccionaron células de
baja complejidad y poco granulares (regiéon en la que se encuentran los linfocitos). De esta
poblacidn se adquirieron un minimo de 50.000 eventos de la regién SSC-CD45 seleccionando la
poblacién CD45"e" y de baja complejidad. Las diferentes subpoblaciones se expresaron como
porcentaje y células/ul del total de linfocitos totales, de linfocitos B, T CD4 o T CD8 segun

corresponda. En la figura 9 se muestra un esquema del andlisis realizado.

5 LINFOCITOS T CcD3 e
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Figura 9. Esquema del analisis realizado en el estudio de las subpoblaciones linfocitarias mediante
citometria de flujo.

LTE: linfocitos T efectores; LTME: linfocitos T memoria efectora; LTMC: linfocitos T memoria central
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Las subpoblaciones de linfocitos T se identificaron mediante el marcaje con anti-CD3". A
partir de aqui se puede distinguir a los linfocitos T colaboradores (CD4") de los linfocitos T
citotéxicos (CD8'). A su vez, estas subpoblaciones se marcaron con anticuerpos contra la
isoforma de tirosina fosfatasa (CD45RA), el receptor de quimiocinas 7 (CCR7) y el L-selectina
(CD62L). Con estos, tanto los linfocitos T CD4" como los CD8", se dividieron en naive o virgenes
(CCR7'CD45RA’), memoria central (LTMC: CCR7'CD45RA’), memoria efectora (LTME: CCR7
CD45RA) vy los linfocitos efectores (LTE: CCR7 CD45RA’). Las mismas subpoblaciones son
definidas con el marcaje de CD45RA y CD62L.

Las células Natural Killer (NK) se definieron mediante el marcaje de CD3'CD56°. Ademas,

se distinguid entre las NK*™" y las NK“™ al combinar los marcadores CD56'CD16".

Los linfocitos B se identificaron como CD3'CD19". Mediante la utilizacién de diversos
AcMo de superficie se analizaron los distintos fenotipos de maduraciéon de los linfocitos B
identificando: linfocitos B  inmaduros (CD10°CD277), las células transicionales
(CD38""CD24""), |as activadas (CD21°“CD38) y las células plasmaticas (CD27'CD38").
Ademas, mediante la combinacién de los marcadores de CD27, IgD e IgM pudimos identificar a
los linfocitos B virgenes o naive (CD271gD"), a las células pre-switch memory (pre-cambio de
clase: CD27°IgD"), las switch memory (con cambio de clase: CD27°IgD") y las células exhausted

(agotadas: CD27'IgD’).

Al tratarse de una poblacidn pediatrica todos los valores analizados se compararon con
los valores de referencia publicados acorde a la edad de cada individuo (194-199). En la tabla
9 se muestra un resumen de los valores de referencia de linfocitos T y B obtenidos a partir de

la bibliografia citada.
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Tabla 9. Recuento de linfocitos en sangre periférica en niiios sanos: distribucion por edad

3-6MESES . 6-12MESES .  1-2ANOS 2-6 ANOS 6-12 ANOS 12-18 ANOS

% Células % Células % Células % Células % Células % Células
LINFOCITOS TOTALES 3,990 3490 3,689 2354 1,937 ° 1,433
LINFOCITOS T (CD3") 5177 2556 4976 1,959 5375 2162 5675 1437 676 1226 = 5684 12,2
LINFOCITOS T CD4" ©3556  1,8-40 31-56 1,4-43 3251 1334 2847 0722 3147 0715 = 3152 0513
T CD4 virgenes 77-94 1317 64-93 1,137 : 691 1029 53-8 04-15: 4677 0310 : 3366 0,2-0,8
T CD4 memoria 3-16 0,106 | 518 0208 720 02-09 : 926 0207 13-30 02-0,6 = 1838 0,2-0,7
LINFOCITOS T CD8 * 1223 10,6 1224 0517 14-30 0,620 1630 0513 1835 0411 - 1835 03-09

Linfocitos T helper virgen : 64-92 1,3-1,6 :58-91 1,1-3,6 :62-90 0,9-2,8 :50-85 0,4-1,5 : 42-74 0,3-1,0 31-65 0,2-0,8

Linfocitos T citotoxicos 53.88 0,512 :47-48 03-12 4685 04-1,4 4281 0309 @ 3973 0207 = 4273 0206

virgen
LINFOCITOS NK 3-14 0,2-0,8 : 3-15 0,2-095: 3-15 0,2-0,9 4-17 0,1-0,7 4-17 0,1-0,5 3-22 0,1-0,5
LINFOCITOS B (CD19") 11-41 0,4-3,0 %14—37 0,6-2,6 16-35 0,7-2,6 0,4-1,4 1327 0,3-0,9 6-23 0,1-0,6

Inmaduros/transicionales : 17-32 0,1-1,2 :9,3-27 0,07-0,8 :9,7-18 0,1-0,3 :3,6-21 0,02-0,3:2,9-23,8 0,01-0,06 : 1,5-19 0,0-0,04

Transicionales 8,3-15,8 0,03-0,2 8,3-16 0,03-02 511-16 0,03-0,16 45-11 0,02-0,1  3,9-92 0,01-004 : 3,978 0,01-0,02
:\S"c‘iri':;”a sincambiode -y ¢ 4 1 0,01-0,04.1,6-4,1 0,01-0,04 4,2-6,9 0,04-0,09 4,1-9,0 0,03-0,1 46124 0,01-0,04 46-10,2 0,01-0,03
:\:;T;Z”a concambiode 1 49 0,0.002 0,119 00002 1,541 0,01-004 157,4001-004 33121 001003 3396 001003

Los valores son representados en porcentaje y numero de células por microlitro x 10°. Linfocitos T CD4:
CD3'CD4"; T CD4 virgenes: CD45RA"; T CD4 memoria: CD45R0O’; linfocitos T CD8: CD3°CD8"; linfocitos T helper
virgen: CD4CD45RA'CD62L"; linfocitos T citotéxicos virgen; CD8CD45RA'CD62L'; linfocitos NK: CD3'CD56;
linfocitos B inmaduros/transicionales: CD19°CD27CD10%; linfocitos B transicionales: CD19°CD24""CD38";
memoria sin cambio de isotipo: CD19°CD27"1gD"; Memoria con cambio de isotipo: CD19°CD27"IgD".

4.4. Ensayos funcionales

4.4.1 CD62L shedding

Se realizaron ensayos funcionales para revelar defectos en la via TLR mediante
citometria de flujo basados en detectar la liberacion de la selectina-L (CD62L) en la superficie

de los granulocitos tras estimular con diversos agonistas.

El procedimiento a realizar consistié en incubar 100ul de sangre procedente de heparina
de litio durante 1 hora sin estimulos o con diversos agonistas de TLR, con PMA o TNF-a a 372C
y 5% CO,. Los estimulos y las concentraciones utilizadas se detallan en la tabla 10. Todas las
células previo a las incubaciones con los estimulos fueron incubadas 20 minutos con 20ug/ml

de polimixina B (Sigma, P-4932) (excepto en la incubacidn con LPS).
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Tabla 10. Estimulos utilizados en la técnica CD62L shedding

Concentracion

Estimulo Agonista de Referencia
(ng/ml)
Pam,CSK, TLR2/6 10 Invivogen, San Diego, CA, tirl-pm2
Pam3CSK, TLR1/2 10 Invivogen, San Diego, CA , tirl-pms
LPS Sal 1l
>aimonetia TLR4 1 Sigma, St Louis, MO, L-4641
minnesota
TNF-a TNFR 20 R&D systems, Minneapolis, MN, 210-TA
Estimulacion . )
PMA . e 2000 Sigma, St Louis, MO, P-8139
inespecifica

Pam,CSK,: synthetic diacylayed lipopeptide; PamsCSK,: synthetic triacylayed lipopeptide; TNF-a: tumor necrosis
factor a PMA: Phorbolmyristyl acetate

Posteriormente, el contenido de cada tubo se dividid en dos tubos, uno se marcé con el
AcMo anti-CD62L con el fluoréforo PE (BD Biosciences, cat. 341012) y el otro con su respectivo
control isotipico mouse anti-lgGlk en PE (BD Biosciences, cat. 555749), ambos fueron
marcados con anti-CD45 en APC (BD Biosciences, cat. 555485) y se incubaron 15 minutos en
hielo y en oscuridad. Luego se lisaron con 2ml de Facslysing solution (Becton Dickinson, San
José, CA) vy se lavaron con PBS sin Ca** ni Mg* con azida de sodio al 0,1%. Este protocolo fue

realizado con pequeias modificaciones a partir del publicado por Bernuth et al. (200).

Se analizaron en el citdmetro de flujo (FACS Canto Il Becton-Dikinson) al menos 6000
eventos localizados en la regién de alta complejidad celular (SSC) y alta expresién de CDA45,
lugar donde se encuentran las células polimorfonucleares. El estudio de pérdida de expresion
de CD62L en la membrana de los granulocitos (CD62L shedding) se analizd a través de
histogramas en el que se observd en controles sanos que tras estimular se indujo un fuerte
CD62L shedding mientras que en los tubos no estimulados permanece expresandose CD62L.
En pacientes con deficiencia de la via de TLR cabria esperar que no se produjese pérdida de la
expresion de CD62L tras incubar con el correspondiente estimulo que esté implicado en que se
produzca dicho defecto. En la figura 10 se muestra a modo de ejemplo el corte de CD62L en
granulocitos de un control sano y un paciente con deficiencia de IRAK-4 tras la estimulacién

con diversos agonistas de TLR y de TNFR.
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Figura 10.Escision del ligando CD62 (CD62L) en la superficie de los granulocitos en un control sano y
un paciente con deficiencia de IRAK-4.

Se muestra una representacion al activar con agonistas de TLR1/2 (PAM;CSK,), TLR4 (LPS) o TNF-a. En azul se
indica expresion de CD62L en granulocitos no estimulados y en naranja se muestra la expresion de CD62L 1 hora
después de activar con los diferentes agonistas (CD62L shedding inducido).

4.4.2 Cuantificacion de citocinas

En aquellos pacientes en los que no hubo pérdida de expresién de CD62L se realizd un
andlisis de produccidn de citocinas mediante CBA (Cytometric Bead Array, BD Biosciences, San

Diego, USA) utilizando el kit Human Inflammatory Cytokine.

Para ello, sangre total extraida en tubos con heparina de litio, fue incubada con diversos
estimulos: Pam,CSK, 1pg/ml; Pams;CSK, 1ug/ml; LPS Salmonella minnesota 1ug/ml; LPS
Escherichia coli 500ng/ml; Poly I:C (acido polinosinico-policitidilico) 50ng/ml; PMA/lonomicina
10ng/ml y 1ng/ml respectivamente durante 24 horas a 372C y 5% de CO,; TNFa 20ng/ml se

incubd 48 horas en las mismas condiciones. Ambas incubaciones también incluyeron controles
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negativos (sin estimular) con y sin polimixina. Pasado el periodo de incubacion, se

centrifugaron los tubos con las muestras (350g, 10minutos) y se recogid el sobrenadante.

Posteriormente, la produccién de citocinas se determind a partir de los sobrenadantes
extraidos de los cultivos mediante la técnica de CBA. El kit utilizado Human Inflammatory
Cytokine permite analizar las citocinas IL-8, IL-1B, IL-6, IL-10, TNF e IL-12p70. El procedimiento
y analisis se llevd a cabo acorde a las instrucciones del fabricante. El fundamento tedrico de
esta técnica consiste en la utilizacion de seis poblaciones de microesferas (beads) recubiertas
con anticuerpos de captura especificos para IL-8, IL-1B, IL-6, IL-10, TNF e IL-12p70 cada una con
distintas intensidades de fluorescencia y detectadas en el canal rojo (FL3) del citometro de
flujo (figura 11). Dichas poblaciones junto con los anticuerpos de deteccién unidos a PE y los
estandares de cada citocina o los sobrenadantes a analizar se incubaron para dar lugar a la
formacién del sandwich. El andlisis de los resultados se llevd a cabo en el software FCAP
Array™ (BD Biosciences, San Diego, USA). El analisis se basa en medir la cantidad de cada
citocina presente en cada muestra interpolando la intensidad de fluorescencia de PE de cada

anticuerpo de deteccidén presentes en el sandwich con la curva estandar obtenida para cada

citocina.
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Figura 11. Histogramas representativos de la técnica CBA mediante citometria de flujo.

Se observa las diferentes intensidades de fluorescencia emitidas por cada una de las citocinas (IL-8, IL-1B, IL-6, IL-
10, TNF e IL-12p70) en un control sano sin estimular y tras estimular con un agonista de TLR4 (LPS).

4.4.3 Evaluacion de los niveles séricos de anticuerpos IgG contra polisacarido capsular

neumocdcico y toxoide tetanico

Se analizd los niveles séricos de anticuerpos IgG contra polisacaridos capsulares
neumocécico (PCP) de los pacientes utilizando el kit VaccZyme™ Anti-PCP IgG Enzyme

Immunoassay Kit (MK012) y los niveles de 1gG contra toxoide tetdnico se midieron con el kit
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VaccZyme™ Anti-tetanus toxoid 1gG Enzyme Immunoassay Kit (MK010) (The Binding Site Group
Ltd., Birmingham, UK).

El kit VaccZyme™ Anti-PCP IgG Enzyme Immunoassay Kit mide las respuestas de
anticuerpo a las vacunas neumocécicas que incorporan 23 polisacdridos aislados de S.
pneumoniae (1-5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19F, 19A, 20, 22F, 23F,

33F). Estos polisacaridos representan el 80% de los serotipos de virulencia.

El fundamento tedrico de esta técnica consiste en recubrir los pocillos con el antigeno
correspondiente (toxoide tetanico o PCP) y afiadir a los pocillos los calibradores, controles o
muestras diluidas de los pacientes de tal forma que los autoanticuerpos reconoceran el
antigeno del pocillo tras incubar. Posteriormente se realiza una serie de lavados para eliminar
el exceso de proteina y se aflade un anticuerpo secundario conjugado, anti-lgG marcado con
peroxidasa. Este, tras ser incubado, se unird al anticuerpo capturado. El exceso de conjugado
también es eliminado mediante lavados y se visualiza al afadir el sustrato
3,3’,5,5'tetrametilbenzidina (TMB). Finalmente, se para la reaccidn al afiadir acido fosférico y
se mide la absorbancia a 450nm mediante espectofotometria. La concentracién del anticuerpo
en cada muestra es proporcional a la intensidad del color producido al afiadir el sustrato. La
técnica es procesada y analizada en el DS2 systems (DYNEX Technologies, Sullyeld Circle

Chantilly, USA).

Los valores de referencia indican que valores >0,15 Ul/mL de anticuerpos anti-toxoide
tetdnico en suero muestran que el paciente tiene proteccion inmune adecuada. Valores
inferiores indican que el paciente carece de proteccion inmune. Por otro lado, valores

inferiores a 43,8 - 50 mg/L manifiestan baja o nula proteccidén inmune frente a S. pneumoniae.

5. Analisis estadistico

Las variables continuas (cuantitativas) fueron expresadas como la media + la desviacion
estandar (SD). Las diferencias entre esos grupos se realizd aplicando el test t de Student para
muestras independientes paramétricas o el test U de Mann-Whitney en los casos no
paramétricos. El andlisis de correlacion entre variables cuantitativas se realiz6 mediante los

tests de correlacion de Pearson y de Spearman.

Las variables categoricas (cualitativas) se representaron como las frecuencias
observadas. La comparacién de las frecuencias alélicas, genotipicas, haplotipicas y de
complotipos entre casos y controles en las distintas SNVs para el estudio de asociacidn se llevd

a cabo mediante modelos de regresion logistica (test de XZ o test exacto de Fisher segun
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correspondiese). A su vez, se asumieron en todos los casos modelos de herencia AD y AR

mediantes regresion logistica.

El Equilibrio Hardy-Weinberg se testd utilizando xz con correcciéon de Yates para
comparar las frecuencias genotipicas observadas y esperadas. El umbral se establecié en
p>0,0029. Los SNVs que no superaron dicho umbral y, por tanto, no se encontraban en

equilibrio de Hardy-Weinberg fueron excluidos del analisis.

Los analisis estadisticos se realizaron tomando intervalos de confianza al 95% (IC 95%) y
un nivel de significacion del 5%. Un contraste de hipotesis se considerd significativo cuando el
valor del pardmetro p fue inferior a 0,05 (p<0,05). Sin embargo, se aplicé la correccidon de
Bonferroni para comparaciones multiples, por lo que en adultos pasé a considerarse
significativo cuando el valor de p fuese inferior a 0,0029 (0,05/17) debido al estudio de los 17
SNVs incluidos en esta Tesis Doctoral. Para cada variable independiente se calculd su odd ratio
(OR) y su 95% IC, tanto a nivel alélico como genotipico acorde a su modelo de herencia. Todos
los analisis estadisticos descritos se llevaron a cabo mediante el software SPSS 20.0 (SPSS, Inc,

Chicago, Ill, USA).

El andlisis del desequilibrio de ligamiento (DL, D’ y r?) se realizd mediante el software
Haploview v.4.2 tanto en el grupo control como en los pacientes. Las frecuencias de haplotipos
se estimaron mediante el programa PHASE v 2.1 y la asociacidn haplotipica se evalué mediante

SNPStats (https://www.snpstats.net/start.htm).

Con el fin de determinar posibles interacciones entre las SNV e identificar si las
asociaciones incrementan el riesgo de NNAC, se llevd a cabo el método de Reduccion de
Dimensionalidad Mutifactorial (MDR, Multifactor Dimensionality Reduction) mediante el
software MDR v3.0.2. Es un software estadistico basado en un método no paramétrico que
determina un modelo en funciéon de las relaciones que se producen entre las variantes
genéticas (201). Los posibles efectos epistaticos se muestran en un grafico de interaccion
construido a partir de medidas de entopia. Esta medida conocida como ganancia de
informacién determina si la interaccidn es sinérgica (valor positivo), redundante (valor
negativo) o independiente (valor nulo). El color de las lineas de interaccién entre dos variantes
indican el tipo de interaccion que se establece entre ellas: rojo y naranja muestran una
relacion sinérgica (epistasis); amarillo muestra indepencia de las variantes; verde y azul

sugieren redundancia o correlacion.

La distribucion de GCN de C4A, C4B, C4S, CAL y C4 total se realizé mediante analisis del

test de x°. El nimero de copias C4 y las frecuencias de grupos de nimeros de copias entre

70



IV. Materiales y métodos

casos y controles se analizaron mediante el test de Fisher o X% La media del GCN de C4 + SD se
compard entre controles y pacientes mediante la prueba t de Student. Para todos los analisis,
p<0,05 se considerd significativo y los resultados se ajustaron mediante la correccién de

Bonferroni para comparaciones multiples (p<0,0029).
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1. Identificacion de alelos de riesgo a neumonia adquirida en la
comunidad y enfermedad neumocoécica en genes del sistema del

complemento

Como se ha comentado anteriormente, existen diversos factores asociados a una mayor
susceptibilidad a la infeccién neumocécica. El principal factor es el agente causal ya que el
neumococo ha desarrollado diversos mecanismos para evadir la respuesta inmunoldgica. No

obstante, también influyen otros factores como la genética de cada individuo.

El sistema del complemento es un mecanismo de defensa crucial en la defensa del
huésped contra los microorganismos. No obstante, una activacion en exceso o en defecto
puede ser perjudicial para el huésped y provocar en él enfermedades autoinmunes o
inflamatorias crdnicas y aumentar la susceptibilidad a infecciones. Diversas SNVs en el sistema
de complemento se han asociado a enfermedades inflamatorias crénicas mediadas por el
complemento (159,166,177,179). Sin embargo, solo unas pocas variantes distintas de las

clasificadas como IDP se han asociado con infecciones bacterianas (64,175,202).

El primer objetivo de la presente Tesis Doctoral consististe en realizar un estudio de
asociacién genética para investigar el papel de variantes genéticas comunes del sistema del
complemento en la susceptibilidad a NAC, en concreto a NNAC en adultos. Las variantes
genéticas incluidas en el andlisis se seleccionaron a partir de estudios previos realizados de
asociacién con enfermedades inflamatorias crénicas mediadas por el sistema del
complemento o por asociaciones previas a la susceptibilidad de infecciones neumocécicas o

meningocdcicas.

1.1. Asociacion de variantes genéticas de genes del complemento a

neumonia adquirida en la comunidad en adultos
1.1.1 Estudio clinico demografico

1.1.1.1 Caracteristicas clinicas y demograficas

El grupo de pacientes con NAC, consiste en una cohorte constituida por 932 pacientes,
de los cuales 356 pacientes eran NNAC. Todos los individuos eran blancos de origen espafiol,
procedentes de seis hospitales espafoles. La media de edad de los pacientes con NAC fue de
61,3 + 17,7 afios y su distribucion por sexos fue de un 66,2% hombres frente al 33,8% de

mujeres (tabla 11). En nuestro grupo control se incluyeron 851 individuos adultos blancos de

75



V. Resultados

origen espafiol procedentes de la misma regién que los pacientes reclutados. La media de

edad fue de 44,5 £ 19,2 aiios y su distribucidn por sexos fue 50% mujeres y 50% hombres.

Tabla 11. Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes con NAC y NNAC

Caracteristicas NAC (932) NNAC (356)
Demogrdficas
Afio (media = SD) 61,3+17,7 60,6 (17,8)
Género (hombre) * 617 (66,2) 229 (64,3)
Comorbilidades * #
EPOC 232 (24,9) 87 (24,4)
Asma 37 (4,0) 7(2,0)
Diabetes 208 (22,3) 74 (20,8)
Insuficiencia hepdtica 55(5,9) 29 (8,1)
Insuficiencia renal agudo 74 (7,9) 27 (7,6)
Enfermedad cardiovascular 106 (11,4) 37 (10,4)
Enfermedad autoinmune 35(3,8) 11 (3,1)
Neoplasia 99 (10,6) 42 (11,8)
Enfermedad neuroldgica 108 (11,6) 49 (13,8)
Enfermedad psiquiatrica 42 (4,5) 11 (3,1)
No comorbilidades 268 (28,8) 118 (33,1)
Gravedad *
PSI I-11I 348 (41,1) 140 (41,0)
PSI IV-V 499 (58,9) 201 (58,9)
Variables clinicas (media + SD)
Glucemia (mg/d) 152,0+ 82,3 148,3+87,1
Hematocrito (%) 37,9+5,8 38,2+5,5
Natremia (meq/L) 136,5+ 5,1 136,4 +4,9
Temperatura (2C) 37,7+1,3 37,6+1,5
BUN (mg/dL) 31,4+26,2 34,8 +30,3
Ritmo cardiaco 103,4 + 21,2 107,9+21,4
Complicaciones *+
Ingreso en UMI 360 (38,6) 136 (38,2)
Bacteriemia 132 (14,2) 100 (28,1)
Derrame pleural 268 (27,8) 97 (27,4)
Fallo renal agudo 258 (27,7) 110 (30,9)
Sepsis grave 347 (37,2) 139 (39,0)
SDRA 68 (7,3) 31(8,7)
Ventilacion mecanica 255 (27,4) 90 (25,3)
FMO 187 (20,1) 79 (22,2)

* Los valores representan el nimero de individuos y el porcentaje sobre el total (%)
# Algunos pacientes tienen mas de una comorbilidad.
T Algunos pacientes tienen mas de una complicacion.

NAC: neumonia adquirida en la comunidad; NNAC: neumonia neumocdécica adquirida en la comunidad; SD:
desviacion estandar; EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crdnica; PSI: indice de severidad de la neumonia
(pneumonia severity index). BUN: nitrégeno urémico en sangre (Blood urea nitrogen); SDRA: sindrome de distrés
respiratorio agudo. FMO: Fracaso multiorganico
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Del total de los pacientes con NAC, sélo el 28,8% no presentaba ninguna comorbilidad
conocida. En el resto de pacientes (n=664) se describié al menos una de las comorbilidades
consideradas en el estudio (tabla 11). Las comorbilidades mas frecuentes fueron EPOC (24,9%)
y diabetes (22,3%). En cuanto a los pacientes con NNAC las frecuencias de cormobilidades
fueron similares a las de las NAC, aunque destaca que fue mayor el porcentaje de pacientes

que no presentaba cormobilidades (33,1%).

1.1.1.2 Gravedad

En cuanto a la gravedad, el 58,9% de los pacientes con NAC y NNAC se clasificaron a su
ingreso hospitalario como de gravedad moderada alta (PSI IV-V). De hecho, mas de 38% de los
pacientes tuvieron que ser ingresado en UMI. En pacientes con NAC el 38,5% presentd
neumonia complicada y el 37,2% de los pacientes desarrollaron formas graves de sepsis (sepsis
grave o shock séptico). En pacientes con NNAC casi la mitad de los pacientes (49%)
presentaron una neumonia complicada y el 39% de los pacientes desarrollaron formas graves

de sepsis (sepsis grave o shock séptico) (tabla 11).

1.1.1.3 Microbiologia

El agente etioldgico causante de la NAC se confirmd el agente etioldgico causante de la
NAC en 530 pacientes (56,9%), de los cuales sélo el 9.4% presentaban infecciones
polimicrobianas. El patégeno aislado mas frecuente fue S. pneumoniae, con un porcentaje del
38.2% con respecto al total de los pacientes con NAC y un 67,2% de aquellos en los que se
diagnosticé el agente causal de la infeccién. El segundo agente etioldgico aislado mas
frecuente fue Staphylococcus aureus (4,5%), seguido de H. influenzae (4,3%) (tabla 12). El
porcentaje de pacientes que desarrolld bacteriemia fue considerablemente mayor en

pacientes con NNAC (28,1%) que en pacientes con NAC no neumocdcica (14,2%) (tabla 11).
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Tabla 12. Caracteristicas microbioldgicas de los pacientes con NAC

Caracteristicas microbioldgicas NAC (932)
N (%)

Aislado microbiolégico

] 530 (56,9)

NO 402 (43,1)
Aislados

Monomicrobiano 482 (90,6)

Polimicrobiano 50 (9,4)
Diagnéstico etiolégico*

Streptococcus pneumoniae 356 (67,2)

Staphylococcus aureus 24 (4,5)

Haemophilus influenzae 23 (4,3)

Pseudomonas aeruginosa 20 (3,8)

Otros # 120 (22,6)

NAC: neumonia adquirida en la comunidad; NNAC: neumonia neumocdcica; N (%): los valores representan el
numero de individuos (N) y el porcentaje (%) con respecto al total.

* En un mismo paciente puede estar causando la infeccion mas de un agente etioldgico

# Legionella pneumophyla, Klebsiello pneumoniae, Escherichia coli, Chlamydophila pneumoniae, Proteus mirabilis,
Streptococcus pyogenes, Nocardia asteroides, Fusobacterium, Enterococcus faecalis, Acinetobacter baumannii,
Peptostreptococcus, Aeromonas caviae, Coxiella burnetii, Pasteurella multocida, Corynebacterium, Staphylococcus
coagulasa (-), Serratia marcensens, Citrobacter diversus, Streptococcus milenii, Streptococcus acidominimus,
Streptococcus viridans, Moraxella catharralis, Stenotrophomonas maltophila, Streptococcus sanguis, virus Influenza
A, virus Varicela, virus Respiratorio Sincitial, virus influenza B o virus parainfluenza.

1.1.2 Estudio de las variantes genéticas de genes de complemento

Todos las SNVs analizadas (tabla 13) se encontraron, tras aplicar la correccién de

Bonferroni para comparaciones multiples, en equilibrio de Hardy-Weinberg (tabla 14).

Para evaluar la asociacién genotipica y alélica de las distintas SNVs con la susceptibilidad
a adquirir la enfermedad se compard su distribucién entre los pacientes con NNAC y el grupo
control (tabla 15) y entre pacientes con NAC e individuos controles (tabla 16). Los resultados
revelaron que dos SNVs, la rs547154 en el gen C2 y la rs2230199 en el gen C3, se asociaron
significativamente con NAC y NNAC después de la correccién de comparaciones multiples
(tabla 15 y 16). La variante rs1047286 del gen C3 se asocid significativamente a nivel

genotipico a NNAC (tabla 15).
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Tabla 13. Informacidn sobre la localizacion, distribucidn y efectos conocidos de las SNVs analizadas en
genes del complemento

Fenotipos asociados
al alelo de menor

frecuencia
Posicion Posicion Frecuencia . .,
Gen SNV SNV nucleotidica CEU* Fuerte DL Riesgo Proteccion Ref.
G:94% ; rs4151667
C2  rs9332739 E318D Chr.6: 31936027 C6% (fBron) - DMAE (161)
G:93% ; rs641153
c2 rs547154 IVS10 Chr.6:31943161 T7% (FBrsac) - DMAE (161)
T:94% ;
CFB  rs4151667 HIL Chr.6:31946247 A6% rs9332739 - DMAE (161)
. (]
. 0/ .
CFB  rs2072633 IVS17 Chr.6:31951801 GA(ilOOfZ - - DMAE (158)
T:61%; rs1061147 DMAE,
CFH rs1061170 Y402H Chr 1:196690107 C:39% en SCRS DD - (203,204)
G:78% ; DMAE,
CFH  rs800292 V62l Chr.1:196673103 A2 % - VCP EDD, SHUa (166)
) G:79% ; CFHR3-A, LES, NIgA,
CFH rs6677604 - Chr.1:196717788 A:21% 1516340639 SHUa DMAE, C3G (167,168)
rs426736,
6:84% - rs385390,
CFH  rs1065489 E936D Chr.1:196740644 1"'16‘;1 rs371075, SHUa MB (169,170)
R rs11582939,
rs3753396
. o/ .«
C;; rs16840639 - Chr 1:196855643 TC7291/°°/' rs6677604 LES - (167)
. (]
C:82% ; DMAE,
C3 rs2230199 R102G Chr.19:6718376 G18% rs1047286 EDD - (172)
G:80% ; DMAE,
C3 rs1047286 P314L Chr.19:6713251 A:20% rs2230199 EDD MB (161,173)
C:60% ;
C5 rs17611 V802l Chr.9:121006922 T-40% - - AR, MBT  (174,175)
N (]

*Ensembl (https://www.ensembl.org/). GRCh38.p13

# Frecuencia de residentes de Utah con ascendencia del norte y oeste de Europa

t Elalelo T de la SNV rs17611 se asocié con menor gravedad del desarrollo de meningitis neumocécica

SNV: variaciéon del numero de copias; DL: desequilibrio de ligamiento; Ref: referencias bibliogréficas; SHUa:

syndrome hemolitico urémico atipico, DMAE: degeneracién macular del adulto asociada a la edad; DDD:

enfermedad de depdsitos densos; LES: lupus eritematoso sistémico; IgAN: nefropatia por IgA; MB: meningitis
bacteriana; AR: artritis reumatoide
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Tabla 14. Equilibrio de Hardy-Weinberg de las
SNVs analizadas en controles

Control
Gen SNV
N Eq H-W
rs1065489 851 0,054
rs16840639 851 0,606
CFH  rs1061170 851 0,113
rs6677604 851 0,319
rs800292 851 0,008
rs4151667 851 0,387
CFB

rs2072633 851 0,800
rs547154 851 0,028
c rs9332739 851 0,145
28-bp DEL 1081 0,939
c5 rs17611 851 0,238
rs1047286 851 0,962
< rs2230199 851 0,832

Los valores muestran el valor de significacion obtenido tras realizar el test de xz. N: niumero de controles
analizados en cada variante genética (SNV); Eq. H-W: equilibrio de Hardy Weinberg.

Los genes CFB y C2 son genes pardlogos localizados en el MHC-IIl. Los polimorfismos
rs641153 (p.R32Q) en el gen CFB y rs547154 en el gen C2 estan en DL completo en todas las
poblaciones estudiadas hasta el momento a nivel mundial. En concreto, las poblaciones
europeas presentan un DL completo (D'=1, r’=1) segln informa el proyecto 1000 genomes
(https://www.ensembl.org). Debido a que la SNV rs641153 del gen CFB no se pudo analizar
mediante ensayos TagMan, analizamos la SNV rs547154 del gen C2 como un SNV marcador del
rs641153 del gen CFB. El alelo de menor frecuencia de la SNV rs547154 (rs547154-T) del gen
C2 se asocio6 significativamente con predisposicion a NNAC (p=0,0003; OR 1,55 IC 95% 1,22-
1,98) (tabla 15). El alelo de menor frecuencia de la SNV rs2230199 (rs2230199-G) del gen C3 se
asocid con una reduccion del riesgo de NNAC (p=0,0003; OR 0,65 IC 95% 0,51-0,82). En los
pacientes con NAC, el papel desempenado por estas dos SNVs fue similar a la establecida en
los pacientes con NNAC: el alelo de menor frecuencia de la SNV rs547154-T se asocié con
mayor riesgo a NAC (p=0,002; OR 1,35 IC 95% 1,11-1,64) mientras que la frecuencia del
rs2230199-G disminuyd en pacientes con NAC respecto a los controles (p=0,000015; OR 0,68
IC 95% 0,51-0,81) (tabla 16).
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La frecuencia del alelo menos frecuente de la SNV rs1047286 del gen C3 (rs1047286-A)
fue significativamente menor en pacientes con NNAC que en controles (p=0,004; OR 0,69 IC
95% 0,53-0,89), sin embargo, esta asociacién no se mantuvo tras aplicar la correccién de
comparaciones multiples (tabla 15). A nivel genotipico las diferencias observadas si se

mantuvieron significativas tras aplicar el test de Bonferroni.

En el resto de SNVs analizadas no se observd asociacion significativa después de la

correccion de Bonferroni.

La deficiencia tipo | del gen C2 en homocigosis causada por la delecion de 28pb en el
exon 6 (C2 28-bp DEL) no se encontrd en pacientes ni en controles. Sin embargo, se observd la
deficiencia en heterocigosis en cuatro pacientes con NNAC (1,4%) y en cinco controles (0,5%)

aunque esta diferencia no fue significativa (p=0,259) (tabla 15).

Para establecer qué modelo de herencia se ajusta mds a lo que se observa en cada una
de las SNVs asociadas con la enfermedad se procedié a realizar el andlisis mediante regresion

logistica con la herramienta online SNPStats (https://www.snpstats.net/start.htm). El analisis

para la SNV rs547154 del gen C2 sugiere un modelo de herencia para susceptibilidad a NNAC
dominante: aumenta el riesgo de susceptibilidad a NNAC al presentar el genotipo
heterocigdtico (GT) o el homocigético de menor frecuencia (TT), esto es, la presencia del alelo
T es suficiente para modificar el riesgo de la enfermedad (p=0,0007; OR 1,62 IC 95% 1,22-2,13).
El andlisis mostrd que la SNV rs2230199 del gen C3 presentd un modelo de herencia recesivo:
la presencia del genotipo homocigoto CC predispone a NNAC (p=0,0001; OR 1,72 IC 95% 1,30-
2,27) (tabla 17).
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Tabla 15.Frecuencia genotipica y asociaciones alélicas y genotipicas de SNVs de genes del
complemento en pacientes con NNAC y en controles

iacién Aléli Asociacion
Gen SNV NNAC Controles Asociacion Alélica .
N (%) N (%) p OR (IC 95%) p
c2 rs547154
1T 14 (3,9) 19 (2,2)
GT 96 (27,0) 166 (19,5) 0,0003 1,55 (1,22-1,98) 0,003
GG 245 (69,0) 666 (78,3)
c2 rs9332739
CcC 0(0,0) 2(0,2)
GC 21(5,9) 47 (5,5) 0,959 0,99 (0,59-1,65) 0,637#
GG 334 (94,1) 802 (94,2)
c2 28-bp DEL
- 0(0,0) 0(0,0)
+- 4(1,4) 5(0,5) 0,259* 2,70 (0,72-10,1) -
++ 318 (98,8) 1076 (95,5)
c3 rs2230199
GG 12 (3,4) 37 (4,3)
CG 78 (21,9) 276 (32,4) 0,0003 0,65 (0,51-0,82) 0,0005
cC 266 (74,7) 538 (63,2)
c3 rs1047286
AA 11(3,1) 24 (2,8)
GA 65 (18,3) 239 (28,1) 0,004 0,69 (0,53-0,89) 0,002
GG 280 (78,7) 588 (69,1)
CFH rs16840639
CcC 19(5,9) 43 (5,1)
TC 83 (25,7) 285 (33,5) 0,112 0,83 (0,70-1,0) 0,036
T 221 (68,4) 523 (61,5)
CFH rs6677604
AA 17 (5,3) 51 (6,0)
GA 86 (26,6) 292 (34,8) 0,012 0,75 (0,60-0,95) 0,018
GG 66 (69,5) 504 (59,2)
CFH rs800292
AA 26 (8,0) 68 (8,0)
GA 117 (36,2) 291 (34,2) 0,594 1,05 (0,86-1,30) 0,796
GG 180 (55,7) 492 (57,9)
CFH rs1061170
AA 45 (13,9) 103 (12,1)
GA 126 (39,0) 356 (41,8) 0,845 1,02 (0,84-1,23) 0,570
GG 152 (47,1) 392 (46,1)
CFH rs1065489
T 14 (4,3) 47 (5,5)
GT 116 (35,9) 264 (31,0) 0,535 0,93 (0,75-1,16) 0,237
GG 193 (59,8) 540 (63,5)
CFB rs4151667
AA 0(0,0) 1(0,1)
GA 33(9,3) 49 (5,8) 0,044 1,58 (1,01-2,47) 0,069*
GG 322(90,7) 801 (94,1)
CFB rs2072633
AA 71 (20,0) 115 (13,5)
GA 149 (42,0) 391 (45,9) 0,038 1,21 (1,01-1,45) 0,017
GG 135 (38,0) 345 (40,5)
c5 rs17611
T 59 (16,6) 159 (18,7)
CcT 167 (46,9) 398 (46,8) 0,508 0,94 (0,79-1,13) 0,638
cC 130(36,5) 294 (34,5)

Los valores de las frecuencias genotipicas se representan como el nimero de individuos (N) y porcentaje (%) sobre
el total. *Valor de p analizado mediante test exacto de Fisher. p<0,0029 (Bonferroni). NNAC: NAC neumocdcica
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Tabla 16. Frecuencia genotipica y asociaciones alélicas y genotipicas de SNVs de genes del

complemento en pacientes con NAC y en controles

. - Asociacion
Gen SNV NAC Controles Asociacion Alélica Genotipica
N (%) N (%) p OR (IC 95%) p
c2 rs547154
T 28 (3,1) 19 (2,2)
GT 223 (24,8) 166 (19,5) 0,002 1,35 (1,11-1,64) 0,011
GG 648 (72,1) 666 (78,3)
c2 rs9332739
cc 0(0,0) 2(0,2)
GC 53(5,9) 47 (5,5) 0,935 0,98 (0,66-1,45) 0,330
GG 508 (65,6) 504 (59,2)
c2 28-bp DEL
- 0(0,0) 0(0,0)
+ 15 (1,4) 5(0,5) 0,042 3,00 (1,09-8,28) -
++ 1071 (98,6) 1076 (95,5)
c3 rs2230199
GG 31(3,3) 37 (4,3)
CG 218(23,4) 276 (32,4) 0,000015 0,68 (0,57-0,81) 0,00003
cc 683 (73,3) 538 (63,2)
c3 rs1047286
AA 30(3,2) 24 (2,8)
GA 203 (21,8) 239 (28,1) 0,023 0,81 (0,68-0,97) 0,009
GG 699 (75,0) 588 (69,1)
CFH rs16840639
cc 39 (5,0) 43 (5,1)
TC 222 (28,7) 285 (33,5) 0,089 0,86 (0,73-1,02) 0,106
T 513 (66,3) 523 (61,5)
CFH rs6677604
AA 34 (4,4) 51 (6,0)
GA 232(30,0) 292 (34,8) 0,005 0,79 (0,67-0,93) 0,023
GG 508 (65,6) 504 (59,2)
CFH rs800292
AA 68 (8,8) 68 (8,0)
GA 266 (34,4) 291 (34,2) 0,565 1,05 (0,89-1,23) 0,829
GG 440 (56,8) 492 (57,9)
CFH rs1061170
GG 113 (14,6) 103 (12,1)
AG 323 (41,7) 356 (41,8) 0,142 1,11 (0,96-1,29) 0,299
AA 338 (43,7) 392 (46,1)
CFH rs1065489
T 36 (4,7) 47 (5,5)
GT 268 (34,6) 264 (31,0) 0,519 0,95- 0,80-1,12) 0,260
GG 470 (60,7) 540 (63,5)
cFB rs4151667
AA 2(0,2) 1(0,1)
GA 60 (6,7) 49 (5,8) 0,350 1,20 (0,82-1,74) 0,632*
GG 837(93,1) 801 (94,1)
cFB rs2072633
AA 139 (15,5) 115 (13,5)
GA 433 (48,2) 391 (45,9) 0,063 1,14 (0,99-1,31) 0,167
GG 327 (36,4) 345 (40,5)
cs5 rs17611
T 172(19,0) 159 (18,7)
cT 430 (47,5) 398 (46,8) 0,440 1,05 (0,92-1,21) 0,895
cC 303 (34,5) 294 (34,5)

Los valores de las frecuencias genotipicas se representan como el nimero de individuos (N) y porcentaje (%) sobre el total. *Valor

de p analizado mediante test exacto de Fisher. p<0,0029 (Bonferroni). NAC: neumonia neumocécica adquirida en la comunidad
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A pesar que en el analisis de asociacién a nivel alélico del rs1047286 no superd el test
de Bonferroni determinamos el modelo de herencia. Observamos un modelo de herencia
recesivo: la presencia del genotipo GG aumenta la susceptibilidad a NNAC (p=0,0008; OR 1,65
IC 95% 1,23-2,21). El resto de SNVs analizados no mostraron asociacién en el modelo de

herencia tras aplicar el test de Bonferroni de comparaciones multiples (tabla 17).

Tabla 17.Distribucion de la frecuencia genotipica en funcion del modelo de herencia de
las SNVs de genes de complemento en NNAC y en controles

Frec. Controles  Frec. NNAC

Modelo genético Genotipo N (%) N (%) OR 1C 95% p
rs547154
Recesivo G/T-G/G 832(97,8) 341 (96,1) 1,00
/T 19 (2,2) 14 (3,9) 1,80 0,89-3,63 0,11
Dominante G/G 666 (78,3) 245 (69) 1,00
G/T-T/T 185 (21,7) 110 (31) 1,62 1,22-2,13  0,0007
rs2230199
Recesivo C/G-G/G 313 (36,8) 90 (25,3) 1,00
c/c 538 (63,2) 266 (74,7) 1,72 1,30-2,27  0,0001
Dominante G/G 37 (4,3) 12 (3,4) 1,00
C/G-¢c/C 814 (95,7) 344 (96,6) 1,30 0,67,-2,53 0,433
rs1047286
Recesivo A/G-A/A 263 (30,9) 76 (21,4) 1,00
G/G 588 (69,1) 280 (78,7) 1,65 1,23-2,21  0,0008
Dominante A/A 24 (2,8) 11(3,1) 1,00
A/G-G/G 827(97,2) 345 (96,9) 0,91 044-1,88 0,799
rs2072633
Recesivo A/G-G/G 736 (86,5) 284 (80) 1,00
A/A 115 (13,5) 71 (20) 1,60 0,15-2,22 0,005
Dominante G/G 345 (40,5) 135 (38) 1,00
A/A-A/G 506 (59,5) 220 (62) 1,11  0,86-1,43 0,417
rs6677604
Recesivo G/A-G/G 800 (94,0) 306 (94,7)
A/A 51 (6,0) 17 (5,3) 0,87 0,50-1,53 0,630
Dominante G/G 504 (59,2) 220 (68,1) 1,00
G/A - A/A 347 (40,8) 103 (31,9) 0,68 0,52-0,89 0,005
rs16840639
Recesivo T/T-C/T 808 (95,0) 304 (94,1) 1,00
c/c 43 (5,0) 19 (5,9) 1,17 0,67-2,05 0,57
Dominante T/T 523 (61,5) 221 (68,4) 1,00
C/T-c/c 328 (38,5) 102(31,6) 0,74 056-0,97 0,026

Comparacion de las frecuencias genotipicas en funcion del modelo de herencia, los valores representan numero de
individuos (N) y porcentaje (%) sobre el total de individuos de cada poblacién. NNAC: neumonia neumocdcica
adquirida en la comunidad; Valor de significacion p < 0,0029 tras correccion de Bonferroni.
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1.1.3 Analisis de las SNVs rs547154 del gen C2 y rs2230199 y rs1047286 del gen C3 en
pacientes con NAC total y en subgrupos de NAC

Dado que las deficiencias del sistema del complemento también predisponen a otras
infecciones bacterianas ademas de distintas a las causadas por el neumococo, analizamos las
tres SNV asociadas a NNAC en un grupo mds grande de pacientes con NAC,
independientemente del microorganismo causante de la infeccion. Para ello comparamos las
frecuencias alélicas y genotipicas de las SNV rs547154 del gen C2 y las SNV rs1047286 vy
rs2230199 del gen C3 entre controles y cada grupo de casos de NAC (NAC, NNAC, NNAC-NB,
NNAC-B, No-NNAC, NAC-ND y NAC-OM). Para llevar a cabo estas comparaciones se ha

considerado los alelos de predisposicidn a la enfermedad.

Los resultados muestran que la SNV rs547154 del gen C2 predispone a riesgo de
infeccidn sdlo ante la presencia de S. pneumoniae, no observandose asociacién frente a otros
microorganismos (ver tabla 12 para ver en detalle los microorganismos aislados). Tampoco se
observé dicha asociacion con NNAC-B (figura 12). Atendiendo al alelo de predisposicién de la
SNV rs2230199 a NAC y NNAC, en este caso el alelo de mayor frecuencia (alelo C), los
resultados revelan que el alelo C y genotipo CC de la SNV rs2230199 del gen C3 predisponen a
NAC (p=4,9x10° OR 1,6) tanto no neumocdcicas (No-NNAC: p=0,0003; OR 1.5) como
neumocédcicas (NNAC: p=0,0001; OR 1,7). Atendiendo al OR, esta asociacién se vio
incrementada en NNAC bacteriémicas (NNAC-B: p=0,001; OR 2,3). Sin embargo, a pesar de la
asociacién de las deficiencias C3 con infecciones bacterianas no se observé predisposicién de
la SNV rs2230199 a NAC-OM (figura 13.a). En el estudio de asociacion alélica y genotipica de la
SNV rs1047286 del gen C3 entre cada subgrupo NAC y el grupo control, el genotipo de riesgo
de predisposicion genética a NNAC, el genotipo GG, se asocié a mayor riesgo de NNAC y NNAC-
B (figura 13.b).
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Figura 12. Frecuencia alélica y genotipica del rs547154 del gen C2 en las distintas poblaciones
estudiadas.

En esta figura se representan las frecuencias alélicas y genotipicas de la SNV rs547154 del gen C2 en cada
poblacidn y la asociacidn estadistica al comparar entre controles y cada grupo de casos con el grupo control.
Los nimeros en cada grafico representan el porcentaje de cada alelo/genotipo en la poblacién. Debajo de
cada grafico se muestra el resultado de cada andlisis de asociacién indicando el valor de p; Odds ratio de cada
poblacidn a nivel alélico o genotipico. El valor de significacion tras correccidon de Bonferroni se establecié en p
< 0,0029. NS: no se observaron diferencias significativas. El modelo de herencia genotipico es dominante (GTy
TT se asocian a mayor riesgo de la enfermedad). El alelo T es el alelo de predisposicidn a la enfermedad.

NAC: neumonia adquirida en la comunidad; No-NNAC: neumonia adquirida en la comunidad no neumocdcica;
NNAC: neumonia neumocdcica adquirida en la comunidad; NAC-ND: neumonia adquirida en la comunidad de
etiologia desconocida; NAC-OM: neumonia adquirida en la comunidad causado por otro microorganismo;
NNAC-NB: neumonia neumocdcica no bacteriémica adquirida en la comunidad; NNAC-B: neumonia
neumocdcica bacteriémica adquirida en la comunidad.
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Figura 13. Frecuencias y asociacion alélica y genotipica de las SNVs del gen C3 en las distintas
poblaciones analizadas.

A. Frecuencia alélica y genotipica con modelo de herencia dominante de la SNV rs2230199 del gen C3. Se representa
el riesgo que representa el alelo C y el genotipo CC en las distintas poblaciones de NAC frente a los controles. B.
Frecuencia alélica y genotipica con modelo de herencia dominante de la SNV rs1047286 del gen C3. Se muestra el
riesgo asociado al alelo G y el genotipo GG en las distintas poblaciones de NAC, atendiendo a los datos
microbioldgicos, frente a los controles. Los nimeros en cada grafico representan el porcentaje de cada alelo/genotipo
en la poblacién. Debajo de cada grafico se indica el valor de p; OR de cada poblacién a nivel alélico o genotipico. El
valor de significacidn tras correccion de Bonferroni se establecié en p < 0,0029. NAC: neumonia adquirida en la
comunidad; No-NNAC: neumonia adquirida en la comunidad no neumocécica; NNAC: neumonia neumocdcica
adquirida en la comunidad; NAC-ND: neumonia adquirida en la comunidad de etiologia desconocida; NAC-OM:
neumonia adquirida en la comunidad debido a otro germen; NNAC-NB: neumonia neumocdcica no bacteriana
adquirida en la comunidad; NNAC-B: neumonia neumocdcica bacteriana adquirida en la comunidad.
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1.1.4 Anadlisis haplotipico y desequilibrio de ligamiento

Debido a la existencia de desequilibrio de ligamiento entre las SNVs de los genes C2 y
CFB (205) vy entre las SNVs rs1047286 y rs2230199 del gen C3 (206), realizamos un analisis

haplotipico de asociacién de esas variantes con susceptibilidad a NNAC y NAC.

Encontramos un fuerte desequilibrio de ligamiento entre las SNV rs9332739 del gen C2
(E314D) y rs4151667 del gen CFB (H9L): D'=0,939; r’=0,882 en controles. Un desequilibrio de
ligamiento moderado fue observado entre las variantes intrdnicas rs547154 del gen C2 (1VS10)
y rs2072633 del gen CFB (IVS17): D'=0,959; r’=0,218 en controles y D'=0,814; r’=0,202 en
pacientes con NNAC (tabla 18).

Tabla 18. Desequilibrio de ligamiento entre las SNVs de los genes de complemento de C2 'y CFB

CONTROL NNAC NAC
SNV SNV D' r? D' r? D' r?
rs9332739  rs547154 1,0 0,004 1,0 0,006 1,0 0,006
rs9332739 rs4151667 0,939 0,882 0,847 0,448 0,782 0,503
rs9332739 rs2072633 1,0 0,018 1,0 0,021 1,0 0,02
rs547154  rs4151667 1,0 0,004 1,0 0,01 1,0 0,007
rs547154 rs2072633 0,959 0,218 0,814 0,202 0,769 0,166
rs4151667 rs2072633 1,0 0,018 0,544 0,01 0,665 0,011
[
/! | 1 | 1 I
-'f II .-"I | .-"I |
2 2 & B '. /o
5 £ ¢z 8 2 L, 5 2 2 L, 0z 9
s & 3 g & £ oz o & £ oz o
Elock 1 (SI(b-)-- : . - ° : . - °
1 2 3
1 2 3 4 1 2 3 4
a4 ]3]
L X

Se muestran los desequilibrios de ligamiento, DL, (D' y rz) entre variantes genéticas de los genes C2 y CFB de
complemento en controles, en pacientes con neumonia neumocdcica adquirida en la comunidad (NNAC) y
pacientes con neumonia adquirida en la comunidad (NAC). Las gréficas indican el porcentaje de DL en los recuadros
a partir de D'. DL fuerte se indica en rojo oscuro mientras que el rosa, gris claro y el blanco indican débil o nulo DL.
El blogue haplotipico establecido se muestra en negrita (Block 1)

Las SNVs rs1047286 y rs2230199 del gen C3 estan en desequilibrio de ligamiento
(D'=0,921; r*=0,665 en controles y D'=0,931; r’=0,722 pacientes con NNAC) (tabla 19).

No se observd asociacién haplotipica entre las SNVs analizadas de los genes del

complemento C2 y CFB (tabla 20). En cambio, el haplotipo que contiene los alelos de mayor
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frecuencia de las SNV rs1047286 y rs2230199 de C3 se asocié con predisposicion a NNAC
(p=0,0003; OR 1,56 IC 95% 1,22-1,98) y NAC (p=0,00002; OR 1,45 IC 95% 1,22-1,73) (haplotipo
1, tabla 21). Los haplotipos que contienen los alelos de menor frecuencia de la SNV rs2230199-
G (C31026) protegen de NNAC y NAC independientemente del alelo de la SNV rs1047286
presente en el haplotipo (haplotipo 2 y 3, tabla 21). Debido a la baja frecuencia del haplotipo

que contiene el C31056 Y C3314. (haplotipo 4) no fue posible determinar el papel de éste.

Tabla 19. Desequilibrio de ligamiento entre las SNVs rs1047286 y rs2230199 del gen C3

DL Frecuencia alélica (%)
D' r GC GG AG AC
Control 0,921 0,665 78,4 4,81 5,8 1,1
NNAC 0,931 0,722 85,0 2,8 11,5 0,7
NAC 0,844 0,662 83,1 2,8 12,2 1,9

Se muestran el desequilibrio de ligamiento, DL, (D' y rz) entre variantes genéticas del gen C3 de complemento en
controles, pacientes con neumonia neumocdcica adquirida en la comunidad (NNAC), pacientes con neumonia
adquirida en la comunidad (NAC).

Tabla 20. Asociacion haplotipica de las SNVs de los genes C2 'y CFB con NNAC y NAC

Asociacién haplotipica Asociacién haplotipica
Frecuencia (%) NNACp P NACp P
Haplotipo L9H IVS17 IVS10E318D Control NNAC  NAC OR (IC 95%) p OR (IC 95%) p
1 T A G G 24,6 24,6 25,6 1,05 (0,85-1,28) 0,661 1,10 (0,94-1,28) 0,250
2 T A T G 11,8 15,3 13,2  1,41(1,10-1,82) 0,007 1,18 (0,96-1,44) 0,110
3 T G G G 60,2 53,4 55,0 0,81(0,67-0,97) 0,024 0,86 (0,75-0,99) 0,32

Se muestra la frecuencia estimada de cada haplotipo (%) y su asociacidon con susceptibilidad a neumonia
neumocdcica adquirida en la comunidad (NNAC) o con neumonia adquirida en la comunidad (NAC). Se indica el
valor de p, odds ratio (OR) e intervalo de confianza al 95% (IC 95%)
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Tabla 21. Asociacion haplotipica de las SNVs del gen €3 con NNACy NAC

Frecuencia (%) Asociacion haplotipica NNAC ! Asociacién haplotipica NAC

Haplotipo P314L R102G : Control NNAC NACE OR (IC 95%) p-valor OR (IC 95%) P

1 G c 78,4 850 83,1 | 1,56(1,22-1,98)  0,0003 | 1,45(1,22-1,73) 0,00002
2 A G 15,8 11,5 12,2 ' 0,69(0,53-0,90) 0,006 : 0,75(0,62-0,91) 0,003
3 G G 4,8 28 28 0,58 (0,35 - 0,95) 003 | 058(041-0,83) 0,002
4 A C 1,1 07 19 - - - -

Se muestra a frecuencia estimada de cada haplotipo (%) y su asociaciéon con con susceptibilidad neumonia
neumocdcica adquirida en la comunidad (NNAC) o con neumonia adquirida en la comunidad (NAC). Se indica el
valor de p, odds ratio (OR) e intervalo de confianza al 95% (IC 95%). La asociacién con la combinacién AC no se
pudo determinar debido a su baja frecuencia haplotipica.

1.1.5 Analisis de complotipos

Para evaluar si combinaciones de las SNV de los genes C2, C3, CFB o CFH interactian
entre si para favorecer un incremento del riesgo a NNAC se aplicé el método de
dimensionalidad multifactorial (MDR). Las SNV seleccionadas fueron: la SNV rs547154 del gen
C2, las SNV rs2230199 y rs1047286 del gen C3, la SNV rs2072633 de gen CFB y las SNV
rs16840639 y rs6677604 del gen CFH. La seleccion se realizd a partir de los resultados
obtenidos en el andlisis de asociacion alélica y genotipica para evaluar la susceptibilidad a
NNAC (tabla 15). Se incluyeron todas las SNV con un valor de significacion p < 0,05. El modelo
predice una interaccién redundante entre las SNV rs547154 y rs2230199 y entre la SNV
rs1047286 del gen C3 en relacién al riesgo de desarrollar NNAC (figura 14). Se observa un
efecto sinérgico entre las variantes rs547154 del gen C2 y la SNV rs2072633 de gen CFB.

Con el fin de evaluar el efecto de la interacciéon gen-gen basada en funcién de las
distintas combinaciones establecidas por las SNV, analizamos las SNV que mostraron mayor
asociacién a NNAC en el estudio de asociacion. Por lo que analizamos la interaccién entre las
variantes rs547154 del gen C2 y rs2230199 (C3grigs) en pacientes con NNAC y controles

mediante regresién logistica.
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rs1047286
0.62%

Figura 14. Grafico de interaccidon que muestra la interaccion entre los genes C2, C3, CFH Y CFB
de complemento relacionados con susceptibilidad a NNAC

El andlisis de reduccion de dimensionalidad multifactorial (MDR) muestra en cada recuadro el porcentaje
de entropia da cada SNV, es decir, el efecto principal de cada SNV a nivel individual. Los valores mostrados
en las lineas que conectan las distintas SNV indican el porcentaje de entropia obtenida a partir de la
interaccion por pares. El color de las lineas indica el tipo de interaccidén: naranja sugiere una relacion
sinérgica; amarillo no interaccidon (las SNV tienen efectos independientes); verde y azul sugieren
redundancia.

La combinacién de los genotipos mas frecuentes fue rs547154-GG con rs2230199-CC
con una frecuencia del 50% tanto en los controles como en los casos. Para realizar el analisis,
excluimos las combinaciones de genotipos con menos de diez individuos en el grupo de
pacientes y controles y se tomd como referencia la combinacion del genotipo mas frecuente
(207). Obtuvimos cinco combinaciones de genotipos que cumplian con estos criterios. La
distribucion de la combinacion del genotipo GT-CC y TT-CC aumenté en pacientes con NNAC y
NAC (tabla 22), sin embargo, estas asociaciones no superaron el test de Bonferroni ni se vio

afectado el OR con respecto al efecto principal de cada SNVs mostrado en las tablas 15, 16.

91



V. Resultados

Tabla 22. Asociacion entre las variantes genéticas combinadas de los genes C2 y €3 de complemento

Combinacién genotipica Frecuencia (%) Asociacion complotipica con | Asociacion complotipica con
NNAC NAC
rs547154 - rs2230199 | Control NNAC NAC p OR (IC 95%) p OR (IC 95%)

GG-CC 50,3 50,6 52,3 0,943 0,41

GG-CG 24,2 15,7 17,4 | 0,013 0,65 (0,46-0,91) 0,003 0,69 (0,54-0,89)
GG-GG 34 3,5 3,0 0,971 0,99 (0,45-1,97) 0,494 0,83 (0,49-1,42)
GT-CC 12,7 200 18,2 0,01 1,57 (1,11-2,22) 0,020 1,38 (1,05-1,82)
GT-CG 6,0 6,6 5,7 0,704 1,09 (0,65-1,84) 0,695 0,92 (0,61-1,38)
GT-GG 1,0 0,0 0,3 - - - -

TT-CC 2,0 3,7 2,4 0,09 1,89 (0,90-3,97) 0,592 1,19 (0,63-2,28)
TT-CG 0,3 0,0 0,6 - - - -

Se muestra la frecuencia estimada de cada complotipo (%) y su asociacion con neumonia neumocdcica adquirida en
la comunidad (NNAC) y con neumonia adquirida en la comunidad (NAC). Se indica el valor de p, odds ratio (OR) e
intervalo de confianza al 95% (IC 95%).Las asociaciones con las combinaciones GT-GG y TT-CC no se pudieron
determinar debido a su baja frecuencia. El modelo se realizé mediante regresion logistica tomando como referencia
la combinacién del genotipo mas frecuente.

1.1.6 Analisis de la variacién del numero de copias del gen C4

Las CNV del gen C4A se han asociado previamente a diversas enfermedades
autoinmunes como LES y a DMAE (139). Sin embargo, no estd claro si las CNV de C4B
predisponen a la infeccion por bacterias encapsuladas (112,150). En el presente estudio se ha

analizado la CNV de C4A, C4B, C4S y C4AL en 207 pacientes con NNAC y 236 controles adultos.

CNV del total de C4. El nimero de copias totales de C4 varidé entre 2 a 8 copias. La
media del GCN fue de 3,92 + 0,8 en NNACy 4,03 = 0,82 en controles. No hubo diferencias en la
distribucion del GCN del total de C4 entre NNAC y controles (p=0.188) (figura 15.a). El 12,1%
de los pacientes con NNAC y el 19,5% de los controles presentaron 5 copias (GCN=5) de C4
total, mostrando asi una tendencia protectora en la poblacién control (p=0,034; OR 0,57 IC

95% 0,33-0,96) (tabla 23).

CNV de los genes C4A y C4B. El nimero de copias C4A varié de 0 a 5 copias entre los
diferentes individuos. No hubo ninguna diferencia en la distribucion del GCN de C4A entre
NNAC y los controles (p=0,078). Solo se encontré deficiencia de C4A (GCN = 0) en un paciente y
en 0 controles (p=0,467, OR 2,1 IC 95% 1,94-2,37). La frecuencia de individuos con una copia
del gen para C4A (GCN=1) fue de 15,0% en NNAC y 9,7% en controles. El grupo de GCN con

mayor prevalencia en C4A (GCN=2) tuvo una frecuencia de 64,7% en NNAC y 66,9% en
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controles. La media del GCN de C4A fue 2,08 + 0,7 NNACy 2,19 + 0,7 en los controles (p=0,078)
(figura 15.b y tabla 23).

El GCN de C4B varié de 0 a 4 copias entre los diferentes individuos. La frecuencia del
GCN de C4B fue similar en NNAC y controles. El GCN promedio de C4B fue 1,85+ 0,73y 1,84 +
0,73 respectivamente (p=0,927) (figura 15.c y tabla 23).

CNV de los genes C4S (short-C4) y C4L (long-C4). La distribucion del GCN de C4S fue
similar en los pacientes con NNAC y en los controles (p=0,565). La ausencia del gen corto (C4S,
GCN=0) fue mayor en los controles (28,8%) que en NNAC (24,2%), aunque esta diferencia no
alcanzé significacion estadistica. EIl GCN promedio de C4S fue 1,17 + 0,92 en NNAC vy 1,07 +
0,90 en controles (p=0,241) (figura 15.d y tabla 23).

El GCN promedio de C4L fue 2,75 + 0,88 en NNAC y 2,96 + 0,97 en los controles, sin
diferencias significativas tras la correccion de Bonferroni (p=0,016). La frecuencia de una copia
del gen C4L (GCN=1) en NNAC y controles fue similar, 6,8% y 6,4% respectivamente. Sin
embargo, si se observaron diferencias, aunque no significativas tras correccién de Bonferroni,
en la frecuencia de pacientes (32,4%) vy controles (22,0%) con dos copias de C4L (GCN=2)
(p=0,014; OR 1,69 IC 95% 1,11-2,59) (figura 15.e y tabla 23). Al comparar los subgrupos de
individuos portadores con bajos nimeros de copias (GCN=1 o 2) de C4L con los subgrupos de
medios y altos numeros de copias (GCN= 3, 4, 5y 6) en NNAC y controles, se observé que en
los pacientes la presencia de bajo nimero de copias es mds frecuente que en controles
(p=0,017; OR 1,62 IC 95% 1,01-2,41), aunque esta diferencia no alcanza significacion

estadistica tras correccion de Bonferroni.

El ajuste de Bonferroni sugiere que no existen diferencias significativas entre el numero

de copias de los genes C4 total, C4A, C4B, C4S y C4L entre pacientes con NNAC y controles.
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Tabla 23. Frecuencias del GCN de C4 total, C4A, C4B, C4S y C4L en pacientes con NNAC y controles

0 1 2 3 4 5 6 7 8 Media (SD) p
GCN c4
NNAC - - 5(2,4) 49 (23,7) 120 (58,0) 25 (12,1) 7(3,4) 0(0,0) 1(0,5) 3,92(0,8) 0188
Control - - 6(2,5) 47 (19,9) 128 (54,2) 46 (19,5) 8(3,4) 1(0,4) 0(0,0) 4,03 (0,82)
*p 1,0 0,338 0,43 0,034 0,996 1,00" 0,467"
OR (IC 95%) 0,95(0,29-3,16)  1,25(0,79-1,96) 1,16 (0,80-1,70) 0,57 (0,33-0,96) 1,00 (0,36-2,80) - 2,1(1,94-2,37)
GCN C4A
NNAC 1(0,5) 31 (15,0) 134 (64,7) 34 (16,4) 6(2,9) 1(0,5) - - - 2,08 (0,7) 0,078
Control 0(0,0) 23(9,7) 158 (66,9) 43 (18,2) 10 (4,2) 2(0,8) - - - 2,19 (0,7)
*p 0,467 ¢ 0,093 0,624 0,619 0,451 1,00
OR(IC95%)  2,1(1,94-2,37)  1,63(0,92-2,90) 0,91(0,61-1,34)  0,88(0,54-1,45) 0,67 (0,24-1,89) 0,57 (0,05-6,31)
GCN C4B
NNAC 6(2,9) 53 (25,6) 118 (57,0) 27 (13,0) 3(1,4) - - - - 1,85 (0,73) 0,527
Control 9(3,8) 56 (23,7) 137 (58,1) 32 (13,6) 2(0,8) - - - - 1,84 (0,73)
*p 0,793" 0,648 0,824 0,873 0,877°
OR(IC95%)  0,75(0,26-2,15)  1,11(0,72-1,71) 0,96 (0,66-1,40) 0,96 (0,55-1,66) 1,72 (0,28-10,4)
GCN c4s
NNAC 50 (24,2) 90 (43,5) 51 (24,6) 13 (6,3) 3(1,4) - - - - 1,17 (0,92) 0241
Control 68 (28,8) 99 (41,9) 57 (24,2) 8 (3,4) 4(1,7) - - - - 1,07 (0,90)
*p 0,268 0,745 0,906 0,182 1,00°*
OR(IC95%)  0,79(0,51-1,20)  0,11(0,73-1,55)  1,03(0,67-1,59)  1,91(0,78-4,70) 0,85 (0,19-3,86)
GCN caL
NNAC - 14 (6,8) 67 (32,4) 86 (41,5) 37(17,9) 3(1,4) 0(0,0) - - 2,75 (0,88) 0,016
Control - 15 (6,4) 52 (22,0) 110 (46,6) 48 (20,3) 8(3,4) 3(1,3) - - 2,96 (0,97)
*p 0,853 0,014 0,284 0,511 0,316 0,301°
OR (IC 95%) 1,07 (0,50-2,27)  1,69(1,11-2,59)  0,81(0,56-1,19)  0,85(0,53-1,37) 0,42 (0,11-1,60) 0,0 (0,0-2,75)

Se muestra la frecuencia del nimero de copias del gen (GCN) del total de C4, C4A, C4B, C4S y C4L en pacientes con neumonia neumocdcica adquirida en la comunidad (NNAC) y controles. En

cada caso se indica el tamafio muestral y la frecuencia (%).
*Valor de p calculado mediante t-test, representa la significacion estadistica entre las medias de pacientes con NNAC y controles.
*Valor de p calculado mediante test de Xz o exacto de Fisher (t). Representa la significacion estadistica en cada niUmero de copias entre casos y controles.
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Figura 15. Distribucion del nimero de copias del gen (GCN) C4 total, C4A, C4B, C4S y C4L en
controles sanos y pacientes con neumonia neumocdcica adquirida en la comunidad (NNAC).

El GCN para el total de C4 (A), C4A (B), C4B (C), C4S (D) y C4L (E) fue determinado en 236 controles sanos
(azul) y 207 pacientes con NNAC (rojo).
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2. Realizacion de estudios inmunoldogicos en pacientes pediatricos
con enfermedad neumococica invasiva en la isla de Gran

Canaria dirigidos al diagnostico de inmunodeficiencias.

Es sabido que diversas IDP predisponen particularmente a infecciones neumocdcicas,
especialmente las deficiencias de anticuerpos, las deficiencias de complemento, las
deficiencias de activacién de TLR dependiente de MyD88 y la asplenia congénita (208-210). Sin
embargo, estas IDP son consideradas raras. En los ultimos afios se ha demostrado que la
incidencia de las IDP es sensiblemente mayor de lo que se sospechaba, y se ha visto que
algunas IDP pueden predisponer especialmente a neumococo. Ademds, algunos pacientes con
determinadas IDP en ocasiones sufren un Unico episodio grave, o en ocasiones, el episodio de
ENI pudiera ser la primera manifestacion de su IDP. Dada la morbilidad y mortalidad asociada a
las IDP, su diagndstico temprano es crucial. El segundo objetivo de esta Tesis Doctoral
consistido en la recogida de datos clinicos y epidemioldgicos, asi como en la realizacién de
estudios inmunoldgicos, a pacientes pedidtricos con ENI grave, incluso con un solo episodio,

con la finalidad de analizar la incidencia de factores de riesgo cldsicos e IDPs en esta poblacidn.
2.1. Caracteristicas de los pacientes hospitalizados por ENI

2.1.1 Caracteristicas clinicas y demograficas

Entre enero del ano 2000 y febrero del afio 2017 se diagnosticaron 209 pacientes
menores de 14 afios con ENI en Gran Canaria, de los cuales, 78 requirieron hospitalizacion. De
esos 78 pacientes hospitalizados con ENI las infecciones mas frecuentes fueron meningitis
(n=28; 36%), seguido de neumonia complicada (n=17; 22%) y neumonia bacteriémica (n=15;
19%). Otras infecciones menos comunes fueron bacteriemia con sepsis (n=7; 9,0%), artritis
(n=4; 5,1%) o infecciones en otras localizaciones como mastoiditis y periapendicitis, aunque
algunos pacientes presentaron varias manifestaciones simultdneamente (tabla 24). La edad
media de los nifios fue de 34 meses (rango O dias - 13 afios), el 60% de ellos menores de 2
afios. Atendiendo a la distribucion de sexos, 47 (60,2%) eran hombres y 31 mujeres. El
porcentaje de mortalidad fue de un 7,7% (n=6, 2 varones y 4 mujeres). Los meses de mayor
incidencia fueron entre enero y marzo (48,7% de los episodios). Quince pacientes de los 78
(19,2%) tenian un factor de riesgo clasico: 2 pacientes con cardiopatia congénita, 2 con
broncodisplasia pulmonar (BDP), 2 prematuros, 2 con BDP y prematuros, 1 con retraso
ponderal, 1 paciente con trasplante de médula dsea, 1 fistula postquirdrgica, 1 LES, 1 con
malformacion de Mondini, 1 con aspiracion de meconio, 1 con trisomia del cromosoma 21

(tabla 25).
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Tabla 24. Caracteristicas clinico-demograficas de los pacientes con ENI grave

ENI (N=78)
n (%)
Media edad (afios +SD) 2,8+3,0
Sexo
Femenino (%) 31(39,7)
Masculino (%) 47 (60,3)
Vacunacion previa a la infeccion
Si 29(37,2)
No 49 (62,8)
Tipo de vacunacion*
PCV7 16 (53,3)
PCV10 2 (6,7)
PCV13 10(33,3)
ND 2(6,7)
N o] #
Serotipos neumocdcicos
4,6B,9V,14,18C,19F y 23F (PCV7) 19 (33,9)
1,5,7F (PCV10) 2(3,6)
3, 6A,19A (PCV13) 13 (23,2)
23B,24F 7(12,5)
Otros 15 (26,8)
NA 22
Tipos de infeccion
Meningitis 28 (35,9)
Empiema o neumonia necrotizante 17 (21,8)
Neumonia bacteriémica 15 (19,2)
Bacteriemia y sepsis 7 (9,0)
Artritis 4(5,1)
Neumonia bacteriémica y artritis 2(2,6)
Neumonia complicada y meningitis 1(1,3)
Meningitis y mastoiditis 1(1,3)
Mastoiditis 1(1,3)
Artritis y mastoiditis 1(1,3)
Periapendicitis 1(1,3)
Factores de riesgo cldsico 15 (19,2)
Infecciones recurrentes 5(6,4)
ENI recurrente 1(1,3)
Exitus 6(7,7)

Los valores son: nimero de individuos (n) y % sobre el total.

* Pacientes vacunados con al menos una dosis de vacunacion antineumocécica (PCV7, 10 o 13) previo al episodio de
ENI. Un paciente puede haber tenido mas de un tipo de vacuna.

# Los serotipos se indican en funcion de los serotipos incluidos en cada vacuna antineumocdcica conjugada (PCV).
PCV7 conntiene los serotipos 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F; PCV10: 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F, 1, 5, 7F; PCV13: 4, 6B,
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9V, 14, 18C, 19F, 23F, 1, 5, 7F, 3, 6A, 19A. Los serotipos incluidos en PCV10 indican los serotipos adicionales de PCV7
(1, 5, 7F); los serotipos incluidos en PCV13 indican los serotipos adicionales de PCV10 (3, 6A, 19A). Los serotipos 23B
y 24F fueron los serotipos mas frecuentes no incluidos en ninguna PCV.

ENI: enfermedad neumocdcica invasiva; N: nimero total de individuos; SD: desviacidon estandar; ND: dato no
disponible; NA: no analizado

2.1.1 Microbiologia

En cuanto a la disponibilidad de los datos serotipicos, se dispuso de 56 aislados de
S.pneumoniae, lo que supone un 71.8% del total de los pacientes con ENI hospitalizados (tabla
24). Los serotipos mas frecuentes fueron 19A y 14 con un 12,3 y 10,5% respectivamente
seguido de 3 y 23B con un 7,0% cada uno. Durante el periodo correspondiente a la
instauracién de la vacuna heptavalente (PCV7) en Espafia (fechas comprendidas entre junio de
2001 y febrero de 2009) 38 de los 78 pacientes con ENI hospitalizados tuvieron el episodio de
ENI en esa época y se les pudo analizar el serotipo. En ese periodo de tiempo los serotipos mas
frecuentes fueron los serotipos 14 (n=5/38, 13,2%) y 19A (n=4/38, 10,5%). Tras la instauracion
de la vacuna trecevalente (PCV13), a partir de junio de 2010, 18 pacientes con ENI
hospitalizados tuvieron el episodio de ENI en esa época y se les pudo analizar el serotipo. Los
serotipos dominantes fueron 24F, 3 y 19A con un 16,7% cada uno (n=3/18). Se registré fallo
vacunal en cinco pacientes con vacunacion completa, 3 de ellos vacunados con PCV7, 1 con
PCV10 vy 1 con PCV13. Los serotipos que tuvieron estos pacientes fueron 9V, 19F, 14 y 3 (tabla
26). Dos de ellos presentaron factores de riesgo clasico: broncodisplasia pulmonar (ID 5) y

cardiopatia congénita (ID 12).
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Tabla 25.Factores de riesgo de los pacientes con ENI grave

Faftor de ENI Vacunacién . ENI Infecciones  Infecciones *
ID riesgo . Serotipo . . Edad
. (edad) previa (n2) recurrente previas posteriores
(género)
Trasplante de  Neumonia , .
. . S Neumonias Exitus
1 méduladsea bacteriémica No ND No recurrentes - (12 a)
(M) (12a)
Fistula I .
2 postquirurgic Meningitis No ND No No No Vivo
(7a) (24 a)
a (M)
Artritis Gastroenteritis Vivo
3 LES (M) (7a) No 21 No aguda (7m) e No (202)
ITU (12m)
Malformacion Meningitis Exitus
4 de Mondini & No 7F No No -
(9a) (9a)
(F)
Neumonia .
S Exitus
5 BDP (M) bacteriémica PCV7(3) 9V No No -
(11m)
(9m)
Cardiopatia Bacteriemia Vivo
PCV7(2 1 N N N
6 congénita (H) y sepsis (4m) v7(2) 0 ° ° ° (13 a)
Neumonia Sepsis Vivo
7 BDP (M) bacteriémica No 19F No temprana No (13 2)
(3m) (E.coli)
BDP, Neumonia Vivo
8 prematuro  bacteriémica PCV7(1) 23F No No No (122)
(M) (4m)
Retraso Neumonia Vivo
9 ponderal bacteriémica No 23F No No No (11a)
(p<3) (M) (6m)
BDP, Neumonia Bacteriemia Celulitis Vivo
10 prematuro  bacteriémica No 23B No neonatal (E. (63) (10 a)
(25SEG) (M) (20m) coli) (10m)
Prematuro Neumonia Neumonia Vivo
11 bacteriémica No 19A No Muguet (8m)
(M) (27m) (10a)
(13m)
. , Neumonia , .
1p Cardiopatia i iémica  PCV7(3) 19F No Neumonias No Vivo
congénita (M) recurrentes (10 a)
(16m)
Trisomia del , Uy .GEA
21 Neumonia (rotavitus) Vivo
13 o bacteriémica PCV7(1) 7 No (53d), GEA -
cardiopatia . (10 a)
congénita (M) (5m) (rotavirus)
8 (3m)
Aspiracion de  Bacteriemia Vivo
14 meconio (M) y sepsis (Om) No 19A No No No (5a)
Neumonia Vivo
15 Prematuro (F) complicada No ND No No No
(35m) (12 a)

En la tabla se muestran los pacientes con factores de riesgo clasico con sus caracteristicas clinico-demograficas. Se
muestra el diagndstico, el tipo y nimero de vacunaciones de neumococo previas a la infeccidn, serotipos e infecciones previas y
posteriores al episodio de ENI. Se desconoce si es el paciente ID13 ha tenido infecciones posteriores ya que no pudo ser localizado
por traslado de hogar a otra provincia. ID: nimero de identificacion; M: masculino; F: femenino; LES: lupus eritematoso sistémico;
BDP: broncodisplasia pulmonar; ENI: enfermedad neumocdcica invasiva; a: afios; m: meses; n2: nimero de vacunaciones
antineumocdcicas previas al episodio de ENI; ND: no determinado; ITU: infeccion del tracto urinario; GEA: gastroenteritis aguda.
*Edad de los pacientes en la fecha que se cierra el estudio (febrero de 2017).
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Tabla 26. Fallos vacunales en pacientes con ENI grave

Factor de ENI Vacunacion . Respuesta
D 3 IDP . Serotipo P Edad*
riesgo (género) (meses) previa (n9) vacunal
5 BDP (F) Neumonia NR PCV7(3) oV NR Exitus
bacteriémica (9) (11 m)
Cardiopatia Neumonia Di Baja respuestaa  Vivo (10
12 congénita (M) bacteriémica (16) George PCV7(3) 19F toxoide tetanico a)
Neumonia Vivo (8
16 No (M) bacteriémica (47) NE PCV10 (4) 14 N a)
Neumonia Vivo (7
NE
17 No (M) complicada (38) PCV13 (4) 3 N )
18 No (M) Bacteriemiay NE PCV7 (3) 14 N Vivo (11)

sepsis (21)

ID: numero de identificacion del paciente; F: femenino; M: masculino; ENI: enfermedad neumocdcica invasiva; IDP:
inmunodeficiencia primaria; NR: no realizado estudio; NE: no se detecta IDP tras realizar estudio inmunoldgico; N:
normal, a: afios; m: meses. *Edad de los pacientes en la fecha que se cierra el estudio (febrero de 2017).

2.2. Caracteristicas clinicas e inmunoldgicas de los pacientes con ENI grave analizados

2.2.1 Caracteristicas clinicas

Se pudo realizar un estudio inmunoldgico a 44 de los 78 pacientes hospitalizados con
ENI; a 34 pacientes no se les realizod el estudio inmunoldgico porque no fueron localizados, no
aceptaron participar en el estudio, no acudieron a la cita o fallecieron (figura 16). De esos 44
pacientes, 30 fueron incluidos prospectivamente y 14 retrospectivamente; aunque a 5 de los
14 pacientes incluidos retrospectivamente se les citdé para realizar estudios inmunoldgicos

adicionales.

El estudio inmunoldgico realizado a los 44 pacientes con ENI grave se baso en detectar
defectos o alteraciones en el sistema del complemento, la activacion de TLRs dependiente de

Myd88, subpoblaciones linfocitarias e inmunoglobulinas.
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209 pacientes
con ENI

78 pacientes con ENI
hospitalizados (graves)

44 pacientes incluidos 34 pacientes no incluidos
en el estudio inmunoldgico en el estudio inmunaldgico
I
14 pacientes 30 pacientes 19 no 7 no aceptaron | | 3 no acudieron i
y 2 ; . p 5 fallecieron
retrospectivo prospectivo localizables el estudio alacita

Figura 16. Representacion grafica de la poblacién sujeto de estudio

5 de los 14 pacientes incluidos retrospectivamente se les citd para realizar estudios inmunoldgicos adicionales

Las manifestaciones clinicas mas frecuentes de los 44 pacientes estudiados fueron
meningitis (n=17, 38,6%) seguido de empiema o neumonia necrotizante (n=11, 25,0%) (figura

17). Un mismo paciente pudo presentar mas de una manifestacién clinica.

Manifestaciones clinicas

1 EER  Meningitis
1386% @ Empiema o neumonia necrotizante
[IT0 Neumonia bacteriémica
EZZ2  Bacteriemia y sepsis
Artritis séptica
Mastoiditis

Periapendicitis

% de pacientes

11,4% 11,4 %

4,5 %
27 239

||
o

Figura 17. Manifestaciones clinicas de los pacientes con ENI grave estudiados

Se muestra el porcentaje de pacientes que presentd cada manifestacion clinica. Un mismo paciente pudo
presentar mas de una presentacion clinica.
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2.2.2 Caracteristicas inmunoldgicas

Los estudios inmunoldgicos permitieron diagnosticar una inmunodeficiencia en ocho

pacientes, un 18% de los 44 casos pediatricos hospitalizados por ENI.

Las IDPs que se diagnosticaron son las siguientes (ver tabla 27):

Ataxia telangiectasia. Un bebé de 6 meses de edad con retraso ponderal,
ingresado por presentar neumonia bacteriémica (ID 9). Presentd linfopenia de
linfocitos T y B, déficit selectivo de IgA, una respuesta proliferativa a mitégenos
disminuida y valores elevados de a-fetoproteina. El estudio genético determiné
una delecciéon de 28pb en el exdn 65 del gen ATM, c.9007_9034del28,
p.Asn3003fs 5. Tras el diagndstico, se instauré el tratamiento con
gammaglobulina intravenosa. La madre del paciente interrumpié un embarazo
posterior al demostrarse homocigosidad para la mutacién. Aunque el paciente no
ha presentado infecciones graves posteriores, presenta una ataxia severa.
Sindrome de Di George. Un paciente fue diagnosticado con el sindrome de Di
George por presentar un cuadro clinico compatible con una deleccién 22qg11,
cardiopatia congénita y fenotipo caracteristico (aplanamiento malar,
hipertelorismo, raiz nasal prominente, hipoplasia mandibular y retrognatia y
posicién baja de las oreja). Posteriormente se confirmé mediante la deleccién
22q11 asociada al sindrome de Di George (Catch 22) en sangre por hibridacion in
situ (FISH). El paciente no precisa tratamiento sustitutivo con gammaglobulina
intravenosa.
Un paciente presentd una trisomia parcial del cromosoma 16 (ID 19) con bajo
numero de células B con cambio de clase (switched-memory B cells) y alto numero
de células B CD21"" y deficiencia de IgA e IgG2. Este paciente presentd varios
ingresos por infecciones previas y neumonias recurrentes.
Sindrome de Charge. Un nifio de 18 meses de edad fue diagnosticado del
Sindrome de Charge. Se identific6 una mutacién de novo en heterocigosis,
€.5428C>T en el gen CHD7, que ocasiona un coddén de parada (p.R1810X). No
presentd neumonias recurrentes ni infecciones previas.
Asplenia congénita. Dos pacientes fueron diagnosticados con asplenia congénita,
se confirmaron mediante ecografia abdominal y la presencia de cuerpos de Holly-
Jolly en frotis de sangre. Ninguno de ellos presentd neumonias recurrentes. Tras

el diagndstico se instaurd profilaxis con Penincilina via oral durante 5 afos vy
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vacunacion completa contra bacterias encapsuladas (H. influenzae, S.
peneumoniae y N.meningitidis).

Deficiencia de IRAK-4. Un paciente presentd una profunda deficiencia de
sefializacidn tras agonistas de TLRs. El estudio genético mostrd que el paciente era
homocigdtico para una substitucion G>T en la posicidn nucleotidica 1204 en el
exon 11 del gen IRAK-4, la cual genera un coddén de parada prematuro en la
posicién 402 (p.E402X) (211). Dos familiares en cuarto grado de este paciente
habian fallecido previamente debido a infecciones invasivas por bacterias
piégenas y el estudio genético de biopsias parafinadas mostré que eran
homocigotos para la misma mutacion. Tras el diagndstico se instaurd tratamiento
profilactico con cotrimoxazol.

Agammablogulinemia ligada al cromosoma X. Un nifio de 2 afios de edad fue
diagnosticado de XLA. El andlisis inmunoldgico reveld deficiencia selectiva de IgA e
IgG2, bajo porcentaje de linfocitos B (0.84%) y bajos niveles de expresién de BTK.
Ademas, el diagndstico se confirmdé mediante secuenciacién del gen BTK,
detectandose una mutacién missense que da lugar a un cambio de aminoacido
p.S575R. Este paciente tiene cinco familiares que fueron diagnosticados
previamente de XLA en edad adulta. A pesar de que se habia informado a la
familia de que hicieran estudios genéticos a todas las mujeres en edad fértil, y de
gue la madre era portadora de la mutacién, no informdé del nacimiento del
paciente, por lo que no se le habia realizado el estudio genético. El paciente tuvo
posteriormente un hermano varén que fue diagnosticado de XLA al nacimiento.
Tanto al paciente como a su hermano se les trata con gammaglobulina

intravenosa (el hermano nunca ha presentado infecciones graves).

Otro paciente presentd altos niveles séricos de IgE (996.00 Ul/mL), eosinofilia y bajo

numero de linfocitos B transicionales. Su hermano fue diagnosticado con el sindrome de Job

(deficiencia de STAT3) debido a una mutacién heterocigota dominante negativa en el gen

STAT3, c.1414A>G. Sin embargo, el paciente no presentd la mutacion.

Otro paciente (ID 1) con neumonias recurrentes presentd defectos graves en los

linfocitos TCD4 virgenes, hiperactivacion de células T (CD3'CD57%, CD3"HLADR" y CD8*CD57%),

baja respuestas proliferativa a anti-CD3 y PHA, bajos niveles de IgM y de C3c y altos niveles de

IgG, 1gG1 y IgG3. El paciente tenia el antecedente de anemia aplasica severa por lo que fue

sometido a trasplante de médula ésea (TMO), posteriormente desarrollé enfermedad injerto

contra huésped crénica (EICH).
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Dieciocho nifios presentaron niveles altos de IgE acorde a los valores de referencia
establecidos, de los cuales, diez tenian asma o alergia leve a los acaros y dos tenian asma
grave. Un paciente con niveles altos de IgE (242 Ul/ml) y alergia a los 4caros mostré valores
altos de la poblacién de células T CD3'CD4'CD8 (DN: dobles negativos), linfocitosis, eosinofilia
y neutropenia. Otro paciente diagnosticado de lupus eritematoso sistémico (LES), mostré altos
niveles de IgE (1120 Ul/ml), 1gG, I1gG1, 1gG3 e IgM y niveles reducidos del complemento C4. Al
llevar a cabo en este nifio el estudio de la CNV del gen (4, los resultados fueron 1, 5, 3y 3
copias para C4A, C4B, C4S y C4L respectivamente. Otro paciente (ID 16) con asma moderada
presentd niveles altos de IgG, IgG1, 1gG2 y fallo vacunal, sin embargo, tras vacunar detectamos
una respuesta apropiada de anticuerpos frente a neumococo. Estos pacientes no fueron

incluidos como IDPs.

Las IDPs fueron mas frecuentes en nifios menores de 2 afios (5/23, 21.7%) que en nifios
mayores a 2 afios (3/21, 14.3%). No se encontraron diferencias significativas en la distribucidn
por género: 5 nifios de 29 tuvieron IDPs (17.2%) mientras que en nifias la relacion fue 3/15, lo
que supone un 20%. La neumonia bacteriémica fue la forma mds frecuente de ENI en los
pacientes con IDPs (n=4/8). Solo dos pacientes tuvieron mas de un episodio de ENI y 6/8
pacientes no tenian antecedentes clinicos que pudiesen sugerir la presencia de IDPs. En 6 de
los 8 pacientes con IDP no se registraron mas infecciones después del diagnéstico. Solo un

paciente diagnosticado con IDP se ha documentado consanguineidad.

104



V. Resultados

Tabla 27. Inmunodeficiencias primarias diagnosticadas en los pacientes pediatricos con ENI grave

D Inmunodeficiencia IDP Consangui  Vacunacion Serotipo Infecciones Infecciones posteriores Factor de riesgo Edad*
primaria (género) (edad) neidad previa (n2) P previas (edad) (edad) g afios
Ataxia-telangiectasia Neumonia Retraso
9 (M)g bacteriémicay Sl No 23F No No onderal (p<3) 11
SDRA (6m) p p
Neumonia Neumonias Cardiopatia
12 Di George (M) bacteriémica No PCV7(3) 19F recurrentes sin No ’p. 10
. congénita
(16m) ingreso
b — fecurrentes
Linfocitos B Sm baj ! i . j
19 infocitos B Sm bajos y complicada i No ND bacteriemia Empiema (Slpneumon/ae) (8a), 12
alto CD21low. 4 IgA e neumonias recurrentes
1862 (F) (7a) (S.pyogenes y
4 C.jejuni) (8a)
20 sd. Charge (F) Bacteriemia y No No 158 No No No 11
sepsis (18m)
Asplenia congénita Artritis,
21 p - & ! bacteriemiay No No 6 No No No 14
Déficit de IgA (M) .
sepsis (6m)
22 Asplenia congénita (F)  Veningitis No No 68 Varicela grave No No 14
P & (16m) (2m)
Antigeno neumococo en orina
, OMA y artritis  (54m). Faringitis, amigdalitis (S.
Deficiencia de IRAK4 Neumonia por S equi), amigdalitis y linfadenitis
23 bacteriémica y No No ND . o No 21
(M) artritis (49m) pneumoniae cervical (S. pyogenes), (56 and
(13m). 59m), celulitis y abscesos
(S.aureus) (5-8y)
Agammaglobulinemia Neumonia
24 gammag bacteriémica No PCV7(2) 19 No No No 12
ligada-X (M) (2a)

En la tabla se muestran los pacientes con inmunodeficiencia primaria (IDP). Se muestra el numero de identificacion del paciente (ID), el tipo de IDP, la clinica, el tipo y nimero de
vacunaciones de neumococo previas a la infeccidén, serotipos e infecciones previas y posteriores al episodio de ENI. Sm: switched memory (linfocitos B con cambio de clase de
inmunoglobulinas); M: masculino; F: femenino; SDRA: sindrome de dificultad respiratoria aguda; ND: no determinado; a: afios; m: meses. OMA: otitis media aguda. *Edad de los pacientes en
la fecha que se cierra el estudio (febrero de 2017).
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2.2.3 Evaluaciéon de los niveles séricos de anticuerpos IgG contra polisacaridos

capsulares neumocdécicos y contra toxoide tetanico

Se analizaron mediante inmunoensayo los niveles séricos de anticuerpos IgG contra
polisacaridos capsulares neumocdcicos (PCP) y toxoide tetanico de los pacientes hospitalizados
a los que se les hizo el andlisis inmunoldgico, excluyendo a los pacientes con IDP definida, un
total de 35 pacientes. Los niveles protectores sugeridos por la empresa proveedora son 43,8
mg/L para IgG frente a neumococo y 0,15 Ul/mL para IgG frente a toxoide tetanico. Los niveles
séricos de anticuerpos IgG contra PCP fueron normales excepto en tres pacientes: uno
corresponde al paciente con anemia aplasica severa (ID 1) con valores de 12,3 mg/L; otro
paciente no vacunado con niveles algo disminuidos (42,2mg/L) presentd neumonia
complicada, anemia ferropénica, acantosis nigricans y titulo de isohemaglutinina %, sin
embargo, no manifestd infecciones previas ni posteriores a la ENI y los niveles séricos frente a
toxoide tetanico fueron normales; otra paciente vacunada tuvo niveles séricos ligeramente
bajos de IgG contra PCP (44,3mg/L) y de IgE (10,7 Ul/mL), no ha presentado infecciones
recurrentes y los niveles séricos frente a toxoide tetanico fueron adecuados (figura 18). En
cuanto a los resultados obtenidos en el estudio de los niveles séricos de IgG contra toxoide
tetanico observamos que cuatro pacientes tenian niveles bajos, dos de ellos ademas tenian
niveles bajos de IgE; sin embargo, sus niveles frente a PCP fueron normales y no presentaron

infecciones recurrentes ni factores de riesgo previos.
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Figura 18. Representacion grafica de los niveles séricos de IgG contra polisacaridos conjugados y
toxoide tetanico.

A) A la izquierda, representado los niveles de IgG anti polisacaridos capsulares (anti-PCP). B) A la derecha, los
niveles contra toxoide tetanico.

En ambas graficas los pacientes estan agrupados en funcion de la vacunacién recibida contra neumococo: sin
vacunar, con al menos 1 dosis y con vacunacion completa. Las lineas rojas horizontales marcan los limites
minimos establecidos como normales. Los niveles protectores sugeridos por la empresa proveedora son 43,8
mg/L para IgG frente a neumococo y 0,15 Ul/mL para IgG frente a toxoide tetanico.
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Cuando se evaluaron los niveles séricos de anticuerpos IgG contra PCP y toxoide tetdnico
en los pacientes que presentaron fallo vacunal, todos tenian unos niveles séricos frente a

neumococo por encima del umbral minimo establecido.
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3. Analisis del posible efecto causal de la inmunodeficiencia

primaria producida por la deficiencia de MASP-2

Como se ha mencionado con anterioridad, las deficiencias en componentes de las VC y
VA del sistema del complemento estdn asociadas a infecciones bacterianas, principalmente a
S. penumoniae, H. influenzae y Neisseria spp, especialmente N. meningitidis, asi como a
enfermedades autoinmunes, la mayoria reumaticas (116,121). Sin embargo, hoy en dia todavia
existe controversia en cuanto al papel de la VL en la predisposicion a infeccion y
autoinmunidad (98). Como también se ha comentado, la activacion de la VL se produce tras la
unién de los PRMs asociados a MASPs, previo reconocimiento por parte de los PRMs de los
PAMPS o DAMPs y la posterior hidrélisis de C2. El 60% del C2 es cortado por MASP-1, mientras
que el 40% es activado por MASP-2 (212). De hecho, se ha observado que en ausencia de
MASP-1 o MASP-2 no se genera C4bC2b a través de la VL ni se produce la activacién de dicha
via (98-100) (figura 19).

En 2003 se describié el primer caso de deficiencia de MASP-2 (213) en un individuo
adulto con desérdenes autoinmunes e inflamatorios, asi como infecciones neumocécicas
graves y recurrentes. Este paciente, totalmente deficiente en la actividad de la VL, tenia una
mutacion en homocigosis en el exén 3 del gen MASP2 (rs72550870, p.D120G, ¢.359A>G). En
individuos con esta mutacion en homocigosis se observd una profunda disminucién de los
niveles séricos de la proteina, siendo practicamente nulos (51,213). Ademads, dicha mutacion
impedia la activacion de la VL al interferir la asociacion de la MASP-2 existente con los PRMs de

la VL (213).

En 2004, la deficiencia de MASP-2 se incluyé en la clasificacion de IDPs como una
deficiencia del complemento asociada a infecciones pidgenas, enfermedades inflamatorias
pulmonares y autoinmunidad (121,214). En 2006 y 2008, nuestro grupo de investigacion
describid tres adultos sanos con deficiencia de MASP-2 al presentar la mutacién p.D102G en el
gen MASP-2 (51,120), esto arrojo dudas sobre la penetrancia clinica de esta deficiencia.
Posteriormente, se han descrito otros individuos con esta deficiencia tanto en individuos sanos

como en pacientes con gran variedad de desérdenes.

Con el fin de elucidar las consecuencias clinicas de la deficiencia de MASP-2, el tercer
objetivo de esta Tesis Doctoral consistié en analizar la presencia de la mutacién p.D120G en

diferentes grupos de pacientes adultos y pediatricos, asi como en individuos sanos, y revisar
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los casos de individuos en homocigosis en p.D120G del gen MASP2 descritos hasta el

momento.

VIiAS DE LAS LECTINAS

PAMPs

VIA CLASICA ] VIA ALTERNATIVA

CabC2b)

&

MAC

Moléculas de reconocimiento de patrones (PRMs) de la via de las lectinas:
MBL, FCN-1, FCN-2, FCN-3 and CL-LK (heterocomplejo de CL-10 and CL-11)

Figura 19. Representacion esquematizada de la via de las lectinas

La via de las lectinas (VL) se inicia después del reconocimiento de los PRMs a la superficie de carbohidratos o
grupos acetilos en los PAMPs o DAMPs. MASPs inicia la cascada proteolitica tras la unidn de los PRMs a la
superficie del patégeno o diana autoactivandose primero MASP-1 y luego MASP-2. Ambos activados pueden
cortar C2, sin embargo, C4 solo puede ser cortado por MASP-2. En ausencia de MASP-1 o MASP-2 la convertasa
clasica de C3, C4bC2b, no puede ser generada a través de la VL ni se puede activar dicha via. MASP-3 actiia como
un activador del precursor del factor D (pro-fD) por lo que induce la activacion de la via alternativa, lo cual sirve
como un bucle de amplificacién para la via cldsica y de las lectinas. Se ha propuesto la activacion de MASP-3
mediante MASP-1 y MASP-2, sin embargo, se requieren realizar mas estudios. Ademas, estudios recientes han
mostrado que MASP-2 puede cortar directamente C3 en ausencia de C4 y/o C2 en superficies capaces de activar
la VL, no obstante, la importancia fisioldgica de esta reaccion es todavia dudosa (98-100).

PAMPs: patrones moleculares asociados a patégenos; DAMPs: patrones moleculares asociados a dafio; PRM:
moléculas de reconocimiento de patrones; MASP: serina proteasas asociadas a MBL; MBL: lectina de unién a
manosa; FCN-1: ficolina-1 (también comidnmente llamado M-ficolina); FCN-2: ficolina-2 (inicialmente identificado
como L-ficolina); FCN-3: ficolina-3 (inicialmente identificado como H-ficolina); CL-10: colectina-10; CL-11:
colectina-11; FD: factor D; MAC: complejo de ataque a la membrana
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3.1. Caracteristicas demograficas

En este estudio analizamos distintos grupos de pacientes e individuos sanos. En primer
lugar, aumentamos el tamafio muestral de los grupos de adultos publicados en la Tesis
Doctoral de la Dra. M2 Isabel Garcia Laorden (90,91). En el caso de los controles adultos se
aumento el tamaifio muestral pasando 1083 individuos a 1639. La poblacién control a su vez se
dividid en dos subgrupos: voluntarios sanos no relacionados (n= 1119) y controles adultos sin
infeccion (n= 520, formado por pacientes sin historias previas de infecciones respiratorias). En
cuanto a la poblacion de pacientes adultos con NAC se amplié el estudio pasando de 961 a
1495 pacientes. La media de edad de los pacientes aultos con NAC fue de 62,8 + 17,7 afios y
constituida predominantemente por varones (3,.9% mujeres). De los 1495 pacientes con NAC,
461 de las neumonias fueron neumocdcicas. Se estudiaron 56 pacientes adicional con LES (n=
186; en estudios previos n= 130). Ademas, incluimos a 103 pacientes pediatricos con ENl y a un
grupo control pediatrico constituido por 311 nifios (pacientes atendidos en cirugia menor sin
historias previas de enfermedades respiratorias ni procesos inflamatorios al menos tres meses
previos a su inclusidn). La media de edad de los pacientes pediatricos con ENI fue de 2,9 + 2,5
afios, grupo formado principalmente por varones (36,5% mujeres), y de 12,7 £ 13,2 meses en
el grupo control (67,2% mujeres). Los datos demograficos y el numero de individuos

estudiados en cada grupo se especifican en la tabla 28.

Tabla 28. Caracteristicas demograficas de los distintos grupos estudiados

Poblacién N (mefj(ij:: sD) Mujeres (%)
2 Controles adultos sanos 1119 40,9 + 14,7 afos 51,8
g Controles adultos sin infeccion 520 61,5 +1 3,9 afios 34,4
Lg) Nifios controles sin infeccion 311 12,7 £13,2 meses 67,2
2 Pacientes adultos con NAC 1495 62,8 +17,7 anos 33,9
§ | Nifios con ENI 103 2,9+2,5afios 36,5
5 Pacientes adultos con LES 186 45,8 + 12,3 afios 91,9

N: tamafio muestral; SD: desviacidn estandar; %: porcentaje de mujeres
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3.2. Distribucion de la variante rs72550870 en las distintas poblaciones

analizadas

Las frecuencias genotipicas de la variante c.359A>G (p.D120G) del gen MASP2 en los
distintos grupos de individuos analizados se muestran en la tabla 29. Podemos observar que
no se encontraron diferencias significativas al comparar los grupos de pacientes (NAC, ENI y
LES) con sus respectivos grupos controles (de niflos y adultos). Las frecuencias alélicas
observadas de homocigosidad para la variante p.D120G en controles sanos (nifios y adulttos)
es de 2,6%. Las frecuencias alélicas de la variante p.D120G en los distintos grupos de
individuos se muestran en la tabla 29. La frecuencia esperada de homocigosidad para la
variante p.D120G de nuestros dos grupos controles sanos juntos (nifios y adultos n=1430) es

por tanto de 6,9 por cada 10.000 individuos.

Tabla 29. Frecuencias genotipicas de la variante p.D120G del gen MASP2 en los grupos de individuos

analizados
Frec. alélica Frec. genotipica
Poblacién N A G A/A A/G G/G 6/c’ o 'S
Esperados
Controles adultos 2179 59 1063 53 0,78
3(0,3
. | sanos 1119 (97,4)  (2,6) (95,0) (4,7) (03) (0,07)
% Adultos controles 520 1004 36 484 36 0(0) 0,62
%' sin infeccion® (96,5) (3,5) (93,1) (6,9) (0,12)
c Nifios controles 311 606 16 296 14 1(0,3) 0,21
sin infeccion® (97,4) (2,6) (95,2) (4,5) ! (0,07)
Pacientes adultos 2909 81 1414 81 1,10
0(0 0,213 0,929
. | conNAC 1495 (97,3)  (2,7) (94,6) (5,4) ©) (0,07)
[}
2 203 100 0,02
if 3(1,5 3(2,9 0(0 0,511 0,367*
§ Nifios con ENI 103 (98.5) (1,5) (97,1) (2,9) (0) (0,02)
) Pacient LES 186 360 12 174 12 0(0) 0,19 (0,1) 0,660 0,584
acientes con (96,8) (3,2) (93,5) (6,5) E 2 2 2

Los valores de las frecuencias genotipicas se representan como el nimero de individuos y porcentaje (%) sobre el
total. NAC: neumonia adquirida en la comunidad (incluyendo 73 pacientes con empiema pleural, 470 con sepsis
grave y 79 con sindrome de distrés respiratorio agudo); ENI: enfermedad neumocdcica invasiva; LES: lupus
eritematoso sistémico; N: niumero total de individuos de cada poblacién

Grupo control de pacientes sin historia previa relevante de infecciones respiratorias del mismo origen que los
pacientes con NAC.

2 e . . ’ P . . . . . .
Grupo control de nifios atendidos por una cirugia menor sin infecciones respiratorias ni procesos inflamatorios en
al menos 3 meses previos a su inclusion.

3Numero esperado de individuos homocigoéticos para el alelo G en cada grupo (%).
*Valor de p a nivel genotipico.
*Valor de p en el modelo dominante (AG+GG vs AA).

"Valor de p calculado con el test exacto de Fisher.
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En total hemos identificado cuatro individuos controles homocigotos para el alelo G,
tres de ellos han sido publicado en estudios previos nuestros, ninguno de ellos tenia historia
cinica con infecciones graves ni problemas de autoinmunidad (90,91). El nuevo control
homocigoto mutado p.D120G identificado pertenece al grupo control de edad pediatrica sin
infecciones respiratorias previas. Este individuo tuvo durante sus 2 primeros afios de vida seis
episodios de otitis (tres de ellos fueron atendidos en atencién primaria, y sélo uno fue
supurativo). Entre los 3-5 afios tuvo dos episodios de otitis por afo, sélo el primero fue tratado
con antibidticos. Actualmente este individuo tiene 12 afios y no ha tenido mds episodios de
otitis ni otras enfermedades. En ningin momento ha cumplido con los criterios de diagndstico

de una IDP.

En este estudio no hemos hallado ningln paciente homocigoto para el alelo de menor
frecuencia de p.D120G en MASP2 en los 1495 adultos con NAC analizados (de los cuales 73
tenian empiema pleural, 470 sepsis grave, 79 sindrome de dificultad respiratoria aguda y 461
fueron diagnosticados con NNAC), ni en 186 pacientes con LES (30 de ellos con al menos un

episodio de neumonia), ni tampoco en los 103 pacientes pedriatricos con ENI.

3.3. Pacientes descritos hasta el momento en homocigosis para la
mutaciéon p.D120G del gen MASP2

La tabla 30 muestra los once pacientes homocigotos p.D120G encontrados hasta el
momento. Ademas del primer paciente publicado en 2003 (213), se han identificado diez
pacientes adicionales portadores homocigotos para la variante 120G de MASP2 (tres nifios y
siete adultos) al realizar estudios genéticos de asociacién con diferentes enfermedades. Como
consecuencia, estos pacientes presentaron un rango heterogéneo de enfermedades: dos
pacientes sufrieron infecciones respiratorias recurrentes (215-217), otro fibrosis quistica
(118), otros dos ingresaron en un centro de enfermedades respiratorias (en la publicaciéon no
se especificd el tipo de enfermedad) (218), dos mas se diagnosticaron de tuberculosis
pulmonar (217), un paciente tuvo cancer colorrectal (219), otro fue un paciente positivo al
virus de la hepatitis C con carcinoma hepatocelular (220), y el ultimo fue una mujer
previamente sana, de 66 afios de edad sin factores de riesgo, que fue hospitalizada por

presentar una NAC no grave (69).

112



V. Resultados

Tabla 30. Pacientes publicados con deficiencia de MASP-2 debido a la homocigosidad para la

mutacion p.D120G

Individuos Ao Ref.
1. Adulto danés con varias manifestaciones autoinmunes, colitis ulcerosa e 2003 (213,
infecciones frecuentes, incluyendo neumonias neumocécicas graves 221)
2. Paciente pediatrico polaco con neumonias recurrentes (estudio realizado 2004 (215,
en 335 nifios polacos con IRR) 217)
3. Individuo pediatrico danés con FQ (estudio realizado en 102 pacientes con
2006 (118)
FQ)
4. Adulto danés ingresado en centro de enfermedades respiratorias (n/d) 2007 (218)
5. Adulto danés ingresado en centro de enfermedades respiratorias (n/d) 2007 (218)
6. Adulto italiano VHC" y CHC (estudio realizado en 215 pacientes adultos con
y CHC P 2008 (220)
CHC)
7. Individuo pediatrico polaco con IRR y abscesos en la piel (estudio realizado 2009 (217)
en 331 nifios con alergia y/o IRR)
8. Adulto danés con cancer colorrectal (estudio realizado en 593 pacientes
. 2011 (219)
con cancer colorrectal)
9. Adulto polaco con TB pulmonar (estudio realizado en 440 pacientes con TB) 2015 (217)
10. Adult I TB pul tudi lizad 440 ient
ulto polaco con pulmonar (estudio realizado en pacientes con 2015 (217)
TB)
11. Adulto noruego con NAC grave (estudio realizado en 257 pacientes
2018 (69)

adultos con NAC)

IRR: infeccion respiratoria recurrente; FQ: fibrosis quistica; CHC: carcinoma hepatocelular; VHC: virus de la hepatitis

C; TB: tuberculosis; NAC: neumonia adquirida en la comunidad; n/d: no disponible; Ref.: referencias
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3.4. Casos descritos de homocigosis para la mutaciéon p.D120G del gen

MASP2 en la poblacion sana

Cabe destacar que hasta la fecha se han identificado también mediante estudios de
asociacién genética nueve individuos sanos (dos nifios y siete adultos), incluyendo nuestros

cuatro casos, homocigotos para la mutacion p.D120G (tabla 31) (90,91,183,187,189-191).

Tabla 31. Individuos sanos con deficiencia de MASP-2 debido a la homocigosidad para la
mutacion p.D120G publicados

Individuos Aio Ref.

1. Adulto britanico (de un estudio realizado en 314 trios familiares con hijos

2005 224
afectados de psoriasis) (224)
2. Adulto espaiol (de un grupo control de 868 adultos sanos de un estudio 2006 (120)
con 967 pacientes con NAC, 130 LES y 43 nifios con IRR)
3. Adulto espaiol (de un grupo control de 868 adultos sanos de un estudio
pafiol { grup 2006 (120)

con 967 pacientes con NAC, 130 LES y 43 nifios con IRR)

I

. Adulto espafiol (de un grupo control de 805 adultos sanos en un estudio
con 805 pacientes con NAC y 514 pacientes sin enfermedades infecciosas 2008 (51)
relevantes)

5. Adulto italiano (de un grupo control de 162 individuos sanos para el

2008 220

estudio realizado a 215 pacientes adultos con CHC) (220)

6. Adulto polaco (de un estudio realizado en 179 nifios con caries dentales) 2014 (222)
7. Adult I d trol de 276 individ tudi

ulto polaco (de un grupo control de individuos sanos en un estudio 2015 (217)

de 440 pacientes con tuberculosis pulmonar)

8. Recién nacido prematuro polaco (de un grupo control de 273 recién
nacidos sanos en un estudio realizado con bebés con infeccién con sepsisy 2016 (119)
sin sepsis)

Y]

. Individuo pediatrico espafiol (de un grupo control pedidtrico sin historias  (este

. 223
de enfermedades respiratorias) esdio)  (223)

NAC: neumonia adquirida en la comunidad; LES: lupus eritematoso sistémico; IRR: infeccion respiratoria
recurrente; CHC: carcinoma hepatocelular; Ref.: referencias
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1. Identificacion de alelos de predisposicion a la infeccion

neumococica en genes del sistema del complemento.

El papel del sistema de complemento en la defensa frente a neumococo se demostrd en
modelos murinos en 1962 (225,226). La demostracion definitiva de su papel en humanos, en
condiciones naturales, la aporta el campo de las IDP (227). Sin embargo, son escasos los
estudios que analizan el papel de variantes del sistema de complemento a nivel poblacional en
la susceptibilidad a la infeccién, particularmente la neumocécica. En esta Tesis Doctoral se ha
analizado la asociacion de variantes de genes del sistema de complemento (C2, C3, C5, CFB y
CFH) y el numero de copias de C4 total, C4A, C4B, C4S y C4L con la infeccion neumocdcica en

poblacién espaniola.

Entre las variantes mas estudiadas para analizar la asociacién de variantes de genes de
complemento y enfermedad, se encuentran la CNV de los genes de C4 (C4A y C4B). Numerosas
publicaciones han puesto de manifiesto la asociacién entre las CNV de C4A, en concreto los
genotipos C4A*Q0, vy el desarrollo de LES (139,141,228). Se ha sugerido que la base molecular
de esta asociacion seria la capacidad de C4A de eliminar inmunocomplejos debido a su unién a
grupos amino (frecuentes en las proteinas), mientras que C4B muestra una mayor afinidad de
unién por los carbohidratos (229). Sin embargo, esta asociacion no esta exenta de controversia
debido al fuerte desequilibrio de ligamiento que existe con el MHC clase Il. El haplotipo HLA-
DRB1*03:01 (DR3), en su forma extendida HLA-A*01-B*08-(C4A*Q0)-C4B1-DRB1*03:01,
contiene con frecuencia el gen nulo C4A*QO. Esto hace dificil determinar qué variante del
haplotipo es la que confiere susceptibilidad para la enfermedad (139). La unién diferencial a
grupos hidroxilos o aminas y la distinta actividad hemolitica entre C4A y C4B se demostraron
utilizando proteinas purificadas, pero no utilizando suero, donde se encuentran gran cantidad
de proteinas reguladoras. Ademas, en estos hallazgos no se demostro la relevancia fisioldgica
de estos componentes del complemento puesto que las mediciones de la unién covalente de
C4 se llevaron a cabo a partir de componentes de C4 purificados y no se determinaron in vivo
en presencia de otras proteinas séricas (230). Se sabe que en LES los niveles de C4A y C4B
varian en paralelo con la actividad de la enfermedad, lo que sugiere que C4A no se utiliza de
forma selectiva sobre C4B (231). Ademas, algunos estudios han demostrado que tanto las
deficiencias completas de C4A como las deficiencias completas de C4B estdn asociadas a

enfermedades relacionadas con la formacién de inmunocomplejos (232) .

La primera asociacién de la CNV de genes de C4 con enfermedades infecciosas se

remonta a 1989, cuando se observé que el genotipo C4B*Q0 se encontraba significativamente
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aumentado en nifios con meningitis bacteriana (233). Se propuso entonces que la razén de
esta asociacion seria la capacidad de union de C4B a carbohidratos de la capsula bacteriana,
que facilitaria la deposicidon de C4B y la activacion subsecuente de la cascada de complemento
(229). En otro estudio posterior se observé una mayor frecuencia de este genotipo en nifios de
raza blanca, pero no en afroamericanos, con infeccion bacteriémica por neumococo,
meningococo o H. influenzae (112). Sin embargo, estas frecuencias fueron superiores en
lactantes con muerte subita (234). Estos hallazgos no se replicaron en un estudio que incluyé
nifios y adultos con bacteriemia o meningitis causada por bacterias encapsuladas (150).
Tampoco se asocié la deficiencia C4B*Q0 ni C4A*Q0 en un analisis de deficiencias del isotipo
C4 en adultos con neumonias recurrentes y/o infeccién neumocdcica bacteriemica (235). Por
otro lado, el bajo niumero de copias de C4A (<2) también se ha asociado con rinosinusitis
cronica o recurrente en adultos (148) y mayor riesgo de enfermedades autoinmunes,

principalmente LES (140).

En general, en los estudios mencionados anteriormente no se determinaron
directamente la CNV de C4A y C4B, sino que se infirieron midiendo las concentraciones
relativas de proteinas plasmaticas o séricas de C4A y C4B. Para ello, se realizé electroforesis en
gel de agarosa de alto voltaje de muestras de suero o plasma con EDTA pre-tratado con
neuraminidasa y carboxipeptidasa seguido de inmunofijacion (236,237). La deficiencia
completa o parcial de C4 se identificd primero como ausencia o concentracion sérica reducida
de la proteina. Se creia en aquel momento que cada cromosoma 6 presentaba un Unico gen de
C4A y C4B. Actualmente se conoce que coexisten de una a cuatro copias de genes casi
idénticos de C4A y C4B en un solo cromosoma, creando un efecto de dosis. Ademads, muchos
de estos estudios se realizaron en pequefos grupos de pacientes, y en algln caso con
frecuencias muy altas de genotipos C4A*Q0, 10% (235), o C4B*QO0, 8% (148), en comparacion
con los datos obtenidos en los ultimos afios mediante estudios genéticos de CNV. Por otra
parte, no se conocia la existencia de alelos C4L y C4S, los cuales influyen en el nivel de
expresidn proteica y en la actividad sérica de complemento (142). Hoy dia sabemos que, para
determinar con precisién la CNV vy la deficiencia parcial de los genes C4A y C4B, asi como la
determinacion precisa del nimero de copias y la de alelos C4L y C4S, se requiere el andlisis
genético y la determinacion del nimero de copias de C4A, C4B, C4L y C4S. La complejidad en la
variacion de los genes de C4 ha impedido su inclusién en estudios de asociacién de genomas
basados en SNV. Estudios previos han mostrado que no hay SNV que puedan ser utilizados
como marcadores del nimero de copias de los genes C4A o C4B por lo que los GWAS no

detectan dichas variaciones (146). Para tratar de solventar este problema se han desarrollado
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varias técnicas. Una de ellas es la PCR cuantitativa (QPCR) basada en la utilizacién de sondas
TaqMan para C4A, C4B, C4L y C4S totales. Esta técnica, se desarrolld principalmente para llevar
a cabo estudios de replicacién, especialmente en casos en los que la concentracion de ADN era
limitante. Este analisis es delicado y requiere ineludiblemente la validacion interna de datos a
nivel individual. Esta validacién se logra cuando los GCN de C4 total = GCN de C4A + C4B = GCN
de C4L + C4S. Se ha demostrado que la estrategia qPCR es sensible y altamente robusta cuando
la calidad del ADN gendmico es de buena calidad, lo que puede reflejarse en la validaciéon
interna de datos. En el presente trabajo se aplicé esta metodologia y no se observd ninguna
asociacién de GCN en C4, C4A, C4B, C4S o C4L con predisposicién a NNAC en adultos ni a ENI

en nifos.

En los resultados obtenidos en el presente estudio no se han observado diferencias
estadisticamente significativas al comparar las frecuencias de alelos o genotipos de los genes
C4A, C4B, C4L ni C4S entre pacientes con EN, tanto en adultos como en nifios, con las de
controles adultos y pedidtricos sanos. Nuestros estudios sugieren que la deficiencia selectiva
de C4A o C4B, estando presentes genes de una de las dos variantes, puede ser redundante en

la defensa frente a neumococo.

En el presente estudio se ha observado una asociacidn significativa de los alelos C3gyg;, ¥
C3p314 con la predisposicién a NNAC. Tanto la variante C345,6 como la variante C3314, se han
asociado previamente a riesgo de padecer diversas enfermedades mediadas por la activacion
descontrolada del sistema del complemento, entre ellas DMAE vy EDD
(161,172,177,206,238,239). Ademds, también se ha demostrado que C3;g,6 predispone a
nefropatia por |IgA, vasculitis sistémica, lipodistrofia parcial y glomerulonefritis
membranoproliferativa tipo Il (239). La SNV rs2230199 del gen C3 se describié por primera vez
a nivel proteico en 1967 (240). En funcién de la movilidad de las variantes sometidas a
electroforesis en geles de agarosa, los alelos fueron denominados C3S (slow) y C3F (fast)
(240,241). Esta SNV se caracteriza por un cambio a nivel genético de una citocina (C) a guanina
(G) (g. 6718376 G>C). Esta SNV, una mutacidn sin sentido (missense), ocasiona un cambio de
un residuo aminodcido de arginina (R) por uno de glicina (G) (p.C3r1026) €n la proteina C3. El
alelo C3S se corresponde con C34p,r Yy C3F con C344,6 en la nomenclatura actual. Los resultados
obtenidos en el presente estudio sugieren que el genotipo homocigoto C310,r/102r Predispone a

NNAC en adultos.

En este estudio la asociacion genotipica y alélica de la variante C3gi9,6 fue mayor en
pacientes con NAC (independientemente del germen causal) que en pacientes con NNAC. En

pacientes con No-NNAC, en particular en pacientes con NAC de etiologia desconocida (NAC-
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ND) también se detectd una asociacidn con la variante alélica C3gy0;. Esto puede ser debido a
que probablemente el neumococo es el causante de la neumonia en muchos de los pacientes

con NAC-ND (242), lo cual justificaria la asociacidon observada.

Es importante destacar que el riesgo, medido como OR, asociado a C3g10,6 con NNAC-B
es mayor que el observado con las NNAC-NB. Este dato no es de extrafiar, ya que las
infecciones invasivas por neumococo son frecuentes en pacientes con deficiencia de C3. Por el
contrario, no se detectd asociacion con C3gy0, al analizar pacientes con NAC causada por otro

germen distinto a S.pneumoniae (NAC-OM).

A pesar de que las frecuencias observadas para el alelo C3gyp, fueron mayores en
pacientes con NAC-OM que en controles, no se establecieron diferencias significativas, si bien
el riesgo conferido (OR) fue muy similar al observado en pacientes con NAC no neumocécica.
La opsonizacidn parece ser el principal mecanismo de defensa para la mayoria de las bacterias
Gram-negativas. De hecho, ademds de neumococo, otros estreptococos y H. influenzae son
predominantes en pacientes con deficiencias de C2 o C3. Por otra parte, aunque no son
frecuentes, estos pacientes son también propensos a infecciones invasivas causadas por
bacterias Gram-negativas distintas a H. influenzae y meningococo (110,243). No podemos
descartar que la ausencia de asociacion estadistica sea debida al reducido tamafio muestral del

grupo de pacientes con OM-NAC.

El residuo 102 del gen C3 se localiza en el dominio de macroglobulina 1 (MG1) de C3,
cercano al dominio que contiene un grupo tioéster (TED). MG1 se encarga fundamentalmente
de mantener la estructura y la correcta orientacién del TED. La interaccidon de TED con MG1
provoca un cambio conformacional que permite la unién del regulador del complemento fH a
C3b (244-246). En la molécula de C3, la arginina-102 (C3g10;) crea un puente salino con el acido
glutdmico-1032 (C3g032) que es esencial para la interaccion de C3b con el fH (247). Se ha
demostrado en estudios funcionales que la variante génica C3;0, codifica una proteina con
una menor capacidad de activacién de la VA de complemento con respecto a la variante C34g,¢
(166). Este efecto es debido a que la variante C3,9,¢ provoca una menor unién de C3b al fH que
la variante C3g,;z. La menor afinidad por el fH genera una disminucién de la actividad cofactora
del fl, lo que explica que en presencia de la variante C34g,; la tasa de inactivacion de C3b
disminuya y, como consecuencia, aumente la actividad de la VA (166,247,248). Esto podria
explicar la importancia de este polimorfismo en la asociacién a la susceptibilidad para la
infecciéon neumocdcica: los individuos homocigéticos con genotipo CC (C3grioz/r102), @l tener una

menor activacidon del complemento, tendrian mas riesgo de padecer una infeccién.

120



VI. Discusidn

En el presente estudio también se ha observado una asociacion del alelo C3p314 de
rs1047286 con el desarrollo de NNAC. La variante C3p314 €s originada por un cambio
nucleotidico de guanina (G) a adenina (A) (g. 6713251 G>A). Esta SNV missense ocasiona un
cambio de un residuo aminoacido de prolina (P) por uno de arginina (A) (p.R102G) en la
proteina C3. Debido a que estos dos aminoacidos presentan la misma carga, esta SNV no
puedo ser descrita mediante migracidn electroforética como en el caso de la SNV C3gyg,6 del
gen C3. El residuo 314 de C3 se encuentra en el dominio MG3, que es clave en la estabilizacion
de la convertasa de C3 ya que es un sitio de unién para el factor B (249). En los estudios
discutidos anteriormente con proteinas purificadas no se ha analizado el efecto de la variante
C3p314. SObre la actividad de la VA. Sin embargo, se ha demostrado que el suero de individuos
gue portan la variante C3p314 produce menor activacion de la VA que el de los que tienen la
variante C3314. (177,250). También se han asociado ambas variantes, C31095¢ Y C33141, CON UNa
mayor actividad hemolitica de la VA a partir de proteinas purificadas y de suero
respectivamente (166,249). Esto podria explicar la asociacidon observada. La significacidn de la
asociacién de estos alelos con NAC y NNAC que hemos observado es menor para C3p314 que
para C3gipy. Sin embargo, C3ri0; ¥ C3p314 SE €NCUENtran en alto desequilibrio de ligamiento, lo
que hace que sea dificil confirmar sus efectos individuales en el riesgo de la enfermedad. Se ha
sugerido que C34p,¢ proporcionara el mejor modelo de riesgo de enfermedad para DMAE
(238,251), aunque el andlisis de haplotipo sugirié que el haplotipo que contiene los alelos
menos frecuentes de ambas variantes (C310,6 ¥ C3314.) muestra una asociacién mas fuerte con
DMAE (206,252). El analisis haplotipico realizado en el presente estudio sugiere que el alelo
menos frecuente de C3gi06 (C31026) protege contra NNAC y contra NAC, independientemente
del alelo de C3p314. presente en el haplotipo. Debido a la baja frecuencia, no fue posible

determinar el papel de los haplotipos que contenian C310,6 Y C33141.

Hay pocos estudios hasta la fecha en los que se analice la asociacién de estas variantes
con la predisposicion a enfermedades infecciosas (173,253). En un elegante estudio
poblacional realizado en 1979 se realizaron estudios de variantes de 26 proteinas en
descendientes de colonos holandeses que emigraron a Surinam en el siglo XIX y sobrevivieron
a devastadoras epidemias de fiebre tifoidea y amarilla en los afios 1845 y 1851
respectivamente con una mortalidad de aproximadamente un 60%. Es destacable que los
supervivientes a estas epidemias tuvieron una alta frecuencia del alelo C3 mas activo, C3q,g,
en comparacion con la poblacién holandesa de origen (p = 0.00007). Aunque no puede
descartarse un efecto fundador, la variacién resultante de este desafortunado experimento de

la naturaleza en las frecuencias de los alelos de C3, se cree que fue debida a una presiéon
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selectiva contra el alelo C3g10, para favorecer la presencia de la variante C3,4,6 debido a su

efecto protector ante una infeccidn (254).

En un estudio llevado a cabo por Adriani y colaboradores (173), estos autores
encontraron en el LCR de pacientes con meningitis bacteriana (principalmente neumocdcica)
una menor activacion del complemento en aquellos pacientes homocigotos para el alelo mas
frecuente C3gi0, €n comparacion con los portadores del alelo de menor frecuencia C31g,6. En
su estudio de asociacién, encontraron que los homocigotos para el alelo mas frecuente C3g1p;
tenian una mayor susceptibilidad a la meningitis bacteriana, pero esta asociacién no fue
estadisticamente significativa tras la correccién para mdultiples pruebas. Sin embargo,
observaron una asociacién significativa del alelo mas frecuente C3314p. Estos estudios fueron
llevados a cabo en controles y pacientes con diferente origen étnico y en el que los pacientes
tuvieron meningitis bacteriana causada por diversos microorganismos. Cuando realizaron el
mismo analisis en controles y en pacientes con meningitis neumocdcica de un mismo origen
étnico (blancos) no se encontré asociacion de la enfermedad con ninguna de las dos variantes.
Una de las razones para explicar estas discrepancias podria ser la alteracion de los resultados
debido a la gran variabilidad de las frecuencias génicas de estas variantes entre diferentes
poblaciones. Por ejemplo, la frecuencia del alelo menor de C3gipc €n asiaticos es del 0%

mientras que en europeos es del 22% (www.ensembl.org) (250). En otro estudio realizado por

Bianca Woehrl y colaboradores tampoco se encontrd una asociacion de las variantes C3gi026 Y
C3p314. CON Meningitis neumocdcica (175). El hecho de que encontremos asociacidon con
neumonia neumocdcica y con bacteriemia, y que no se haya observado asociacion con
meningitis neumocdcica en otros estudios, podria explicarse por un efecto y una
susceptibilidad diferente en distintos tejidos y érganos. Este fendmeno no es extrafio en el
campo de las inmunodeficiencias primarias, especialmente en las deficiencias de la inmunidad
innata. Asi, la deficiencia de TLR-3 predispone a encefalitis por el virus herpes simplex pero no,
por ejemplo, a infecciones cutaneas, y raramente se producen infecciones por otros
microorganismos; las deficiencias de la inmunidad mediada por IL-17 / IL-22 predispone a la
candidiasis mucocutdnea crénica, pero muy raramente se producen infecciones invasivas por
candidas; los pacientes con deficiencias de los componentes C5-C9 del complemento son
susceptibles a la meningitis meningocdcica pero no son frecuentes otras infecciones
meningocdcicas (227,255). En el caso concreto de neumococo, cabe destacar que los pacientes
con deficiencias de activacidon de TLR mediada por MyD88, como las deficiencias de IRAK-4 y
MyD88, son propensos a infecciones neumocdcicas invasivas, especificamente meningitis y

bacteriemia, pero en cambio, la neumonia neumocécica es poco frecuente (45,256—258). Los
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principales microorganismos que causan infecciones en pacientes con deficiencia de C3 son
neumococo, H. influenzae y estreptococos, aunque también se observan infecciones por
Neisseria, especialmente N. meningitidis. Las infecciones mas frecuentes producidas por
neumococo y H. influenzae en pacientes con deficiencias de C3 y de la VC son las infecciones
del tracto respiratorio, en particular neumonia, y bacteriemia (110,243,258). Observamos un
escenario similar en pacientes con el proceso de opsonizacién alterado debido a deficiencias
de anticuerpos (259). Estas diferencias no significan que estas moléculas no participen en la
defensa en ciertos tejidos u drganos (lo que si es cierto en algunos casos), sino que son
redundantes en condiciones naturales. En un GWAS realizado recientemente, se observd una
asociacién de una SNV, la rs116264669, ubicada en una region intrénica del gen CCDC33 con
meningitis neumocdcica (58). Se demostré que dicha SNV estd localizada en una region del
genoma que interactia con el gen ISLR2 (superfamilia de inmunoglobulina que contiene
repeticiones ricas en leucina 2, Immunoglobulin Superfamily Containing Leucine Rich Repeat 2).
Tanto CCDC33 como ISLR2 son expresados principalmente en el cerebro. Este estudio
demuestra que a pesar de que la funcion de CCD33 no se ha relacionado directamente con
inmunidad, los resultados gendmicos funcionales obtenidos sugieren que la SNV se asocia a
susceptibilidad a la enfermedad a través de la interaccion con el gen ISLR2 (58). Por lo tanto,
una predisposicién preferente a la neumonia, en lugar de a meningitis, podria ser, al menos en
parte, la razén de las discrepancias observadas entre nuestro estudio y aquellos centrados en
meningitis neumocdcica (173,175), especialmente cuando estan involucradas mutaciones en
componentes del complemento que implican una baja actividad, no la pérdida de funcion de la

proteina.

En el presente estudio también se ha encontrado una asociacién entre la SNV rs547154
(también conocida como 1VS10, variante génica en el intron 10 de C2) del gen que codifica el
componente C2 (IVS10), con NNAC en adultos, aunque no se observé asociacion con NAC-ND
ni NAC-OM. C2 y el CFB se encuentran en el MHC-Ill. Se han observado dos haplotipos de
variantes en C2 y FB que ejercen un efecto protector frente al desarrollo de DMAE (156,260):
un haplotipo que contiene las SNV p.L9H del CFB y la variante p.E318D en C2, asi como el
haplotipo que contiene las variantes p.R32Q del CFB y rs547154 (IVS10) de C2. La variante
intrénica rs547154 (1VS10) en el gen C2 esta en desequilibrio de ligamiento completo con la

variante R32Q en el gen CFB (en poblacidon europea D'=1, R’=1 www.ensembl.org). Hasta la

fecha no se han podido demostrar las consecuencias funcionales de la variante rs547154, pero,
se cree que la asociacién protectora de dicha SNV con la DMAE, esta en realidad mediada por

fBraaq (156,260,261). La variante R32Q del fB fue descrita por primera vez en 1972 como BfS y
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BfF mediante inmunofijacion usando suero fresco después de la electroforesis en gel de
agarosa (262). La variante fBrs,q Se encuentra en el dominio Ba que se libera durante la
formacion de la convertasa C3bBb. La variante de riesgo fBgs, muestra una mayor afinidad por
C3b en comparacion con fBs,q, y da lugar a una mayor formacion de la proenzima C3bB, mayor
formacidon de convertasa activa y, por lo tanto, mayor actividad litica a través de la VA
(157,166). Dado que C3 es un componente clave y central de las tres vias del complemento, -
mientras que el fB solo estd involucrado en la VA-, las variantes implicadas en producir baja
actividad en C3 podrian tener un mayor impacto en la susceptibilidad neumocécica que las

variantes del fB tal como se observa en el presente estudio.

Varias explicaciones podrian justificar la ausencia de asociacion con NNAC de los otros
SNVs analizados en nuestro estudio. La baja frecuencia de algunas variantes puede influir en la
ausencia de asociacién. Ademads, la activacidon del sistema del complemento es compleja y
puesto que esta involucrado en muchos procesos de la respuesta inmune e inflamatoria, su
activacion estd altamente regulada (93,96). Por lo tanto, los mecanismos subyacentes en la
activacion del sistema del complemento causados por cada mutacion en la defensa contra
neumococos y en las enfermedades inflamatorias mediadas por el complemento pueden ser
diferentes. Por ejemplo, la EDD y la DMAE estan clinicamente vinculadas, pero muchas de las
variantes que afectan a la susceptibilidad de DMAE/EDD (tales como C3gigc ¥ C3p314) NO
tienen ningun efecto sobre el riesgo al SHUa (185). La razén es que las mutaciones que
predisponen a SHUa afectan principalmente a la capacidad de prevenir la activacién
inapropiada de la VA en las superficies celulares, mientras que la DMAE/EDD se produce
principalmente cuando la regulacién de la fase fluida de la VA se ve afectada. De hecho,
solamente se ha asociado un polimorfismo de la VA con DMAE y EDD que a su vez influya en el

riesgo de SHUa, este es el rs800292 del factor H, fHyey (179).

La variante génica rs17611 en el gen C5 se ha asociado en estudios previos con la
gravedad, pero no con la susceptibilidad, a meningitis bacteriana adquirida en la comunidad en
adultos, concretamente con meningitis neumocdcica. Este defecto es causado probablemente
por el efecto provocado por esta SNV en la generacion de la anafilotoxina C5a, una potente
molécula pro inflamatoria (175). La ausencia de asociacién de esta variante en nuestro estudio
no es sorprendente dado que la actividad de opsonizacidn de la via del complemento no se ve
afectada por las deficiencias de la via terminal, de modo que los pacientes con estas
deficiencias no son particularmente propensos a infecciones neumocdcicas (114). De hecho,
tampoco se encontré asociacion de la SNV rs17611 con meningitis bacteriana neumocdcica en

la misma cohorte del estudio de Adriani previamente comentado (173). Estudios recientes
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realizados con ratones con deficiencias del complemento y estudios realizados en humanos
revelan que los componentes de la la via terminal del complemento (C5a y C5b-C9) son claves

en los dafios celulares ocasionados por el SARS-CoV-2 en la COVID-19 (128,129,263).

La SNV Y402H del gen CFH es la variante génica con mayor asociacion de susceptibilidad
a la DMAE. Diferentes estudios de asociacién han demostrado que los portadores homocigotos
de fHap1 presentan un riesgo siete veces mayor a DMAE (264,265). Se ha sugerido que esta
variante influye en el efecto inhibidor del fH, de forma que produce una disminucidn del efecto
inhibidor sobre el sistema del complemento y un aumento de la inflamacidn crénica localizada.
Sin embargo, no se han detectado diferencias en la regulacion de la fase fluida en la activacién
del complemento entre las variantes fHyag; Yy fHa021. Incluso se ha observado que la deficiencia
genética del Cfh en ratones disminuye en lugar de agravar la DMAE, en contraste con lo que se
esperaria que sucediera si su mecanismo de accién fuese a través de la inhibicién del
complemento (266). No obstante, se ha observado que la variante fH,g,4 disminuye la afinidad
de unién a numerosos componentes de la retina dafada, entre ellos la heparina, que
interviene en la regulacién local de la convertasa. Se cree que esta es la razén por la que
predispondria a DMAE (261,267). Ademas, la variante de riesgo para la DMAE de p.Y402H se
une mas eficientemente que la isoforma sin riesgo a su receptor CD11b/CD47 en los
leucocitos, lo que reduce la velocidad de eliminacidn de los restos celulares (266). Estudios
recientes también han sugerido que el papel de la variante fHysp,+ €n la DMAE puede incluso
estar regulada a nivel de las lipoproteinas (268). Por lo tanto, parece que el papel de p.Y402H
en la DMAE puede ser, al menos en parte, independiente de la activacidon del complemento. En
nuestro estudio no observamos asociacién para la SNV fHyag,4. En estudios previos tampoco se
ha encontrado una asociacién de esta variante con meningitis meningocdcica. Sin embargo, la
SNV p.E936D en el gen del CFH y varias SNV en desequilibrio de ligamiento se asociaron con
meningitis meningocécica en un GWAS en el que se seleccionaron y estudiaron genes
candidatos (64,202). En nuestro estudio no se observd asociacion de esta variante a NAC ni
NNAC. Actualmente se desconocen las consecuencias funcionales de la variante p.E936D u otra
SNV en desequilibrio de ligamiento. No obstante, no se descarta que se produzca la interaccion
entre proteinas meningocdcicas y la unién al hospedador a través del fH o proteinas
relacionadas con el fH. Por tanto, la variante p.E936D y otras variantes en desequilibrio de
ligamiento con esta SNV podrian predisponer especificamente a infecciones por N

meningitidis.

En, en este estudio se ha encontrado una asociacion de SNV funcionales del gen C3

(C31026 ¥ C3314) con una menor susceptibilidad a neumonia neumocécica en adultos. Mientras
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qgue un polimorfismo, el rs547154, del gen C2 se asocidé con predisposicién a ésta. Dichas
variantes se han asociado previamente a un aumento o reduccion del riesgo a DMAE
respetivamente (tabla 32). El sistema del complemento es un arma de doble filo influenciado
por las variantes genéticas del sistema del complemento. Los resultados obtenidos en este
estudio apoyan la hipdtesis planteada previamente, en la que se postulaba que las variantes
del sistema de complemento que promueven una mayor activacion predispondrian a
enfermedades inflamatorias (como DMAE o EDD), mientras que las variantes que presentan
una menor activacion favorecerian el riesgo de infeccidon (185,269). Hay que destacar que
precisamente las variantes R102G del gen C3 y R32Q del gen CFB (en desequilibrio de
ligamiento completo con rs547154) eran dos de las tres variantes que se proponia que
pudieran tener un mayor efecto (157,166). En el futuro, los estudios dirigidos a establecer la
asociacién gendmica con el desarrollo de enfermedades podrian fomentar terapias eficaces
frente a distintas enfermedades. Es el caso de los complotipos asociados con una mayor
activacion del complemento y con DMAE ya permitirdn un tratamiento personalizado en base
a la genética del individuo con terapias que inhiban la activacién del complemento. Ejemplos
de complotipos asociados a DMAE son los constituidos por las SNVs rs2230199 en (3,
rs641153 en CFB y la rs800292 en CFH (166) o el formado por las SNVs rs4151667 y rs641153
en el gen CFBy la rs800292 en CFH (207). En nuestro estudio se observé un efecto redundante
entre las variantes asociadas con susceptibilidad a NNAC, de modo que no detecté epistasia
entre C2 y C3 que aumente el riesgo de desarrollar NNAC. Esto podria ser debido a la
existencia de complotipos muy poco frecuentes y a que la combinacidon pueda afectar al
impacto funcional de cada variante. Las terapias que aumenten la activacion del complemento
podrdn ser utiles en la prevencién de la NAC y contribuir a evitar infecciones nosocomiales en

pacientes con genotipos de riesgo.
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Tabla 32.El sistema de complemento como arma de doble filo: variantes asociadas a riesgo o
proteccion de enfermedades

Fenotipos asociados al alelo de menor frecuencia

Gen SNV Posicion Riesgo Proteccion Ref.

Cc2 rs547154  Intrén,IVS10 NNAC DMAE (161), este estudio
c3 rs2230199 R102G DMAE, EDD NAC, NNAC (172), este estudio
c3 rs1047286 P314L DMAE, EDD NNAC (113), este estudio

SNV: variacion del numero de copias; Ref.: referencias bibliogréficas; DMAE: degeneracion macular del adulto
asociado a la edad; EDD: enfermedad de depdsitos densos; NNAC: neumonia neumocdcica adquirida en la
comunidad; NAC: neumonia adquirida en la comunidad
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2. Realizacion de estudios inmunoldogicos en pacientes pediatricos
con enfermedad neumocodcica invasiva dirigidos al diagnodstico

de inmunodeficiencias.

En este estudio se han tenido en cuenta todos los pacientes pediatricos con ENI
ocurridos entre el afio 2000 y 2017 en Gran Canaria. Del total de 209 pacientes con ENI
identificados, 78 requirieron hospitalizaciéon. Un 19.2% de los pacientes con ENI hospitalizados
presentaban factores de riesgo clasicos de ENI. Para el estudio de IDP, se considerd a los
pacientes que no presentaban un factor de riesgo, salvo en aquellos casos que pudiera ser
reflejo de una IDP sindrémica. Se pudieron estudiar 44 pacientes, diagnosticindose en 8 de
ellos una IDP. Esto supone que un 10% del total de los pacientes pediatricos hospitalizados con
ENI y un 18% de los pacientes finalmente analizados presentaban una IDP. La presentacion
mas frecuente entre los pacientes hospitalizados fue meningitis. Entre los pacientes

diagnosticados de una IPD, la neumonia bacteriémica fue la presentacion mas frecuente.

No es facil definir los criterios que deben hacer sospechar una IDP. Tradicionalmente se
han utilizado los criterios propuestos para la fundacidn Jeffrey Model por un grupo de expertos
(270,271). Estos criterios, propuestos en 1993, han sido revisados en los ultimos afios.
Atendiendo a los criterios para pediatria, debe sospecharse una IDP en todo paciente con al
menos dos de los siguientes criterios: presentar infecciones bacterianas recurrentes, presentar
dos o mas infecciones graves (neumonia, meningitis, sepsis, osteomielitis), mostrar una
evolucion de la infeccidn atipica, necesidad de administrar tratamientos antimicrobianos
prolongados y tener infecciones recurrentes con el mismo patégeno (figura 20). Sin embargo,
se ha cuestionado la idoneidad de esos criterios ya que se centran Unicamente en las
manifestaciones infecciosas (272-275), sin tener en cuenta otras manifestaciones de IDP,
como desregulacion inmunoldgica, autoinmunidad, autoinflamacidn o cancer, y por no tener
en cuenta que algunos pacientes con un uUnico episodio infeccioso grave, pueden tener una
inmunodeficiencia (272-276). En el presente estudio, los pacientes con IDP detectada no
siempre presentaron infecciones recurrentes ni los criterios de sospecha clasicamente
utilizados de IDP. De hecho, solo dos de los pacientes diagnosticados con una IDP presentaron
ENI recurrente y 6 de los 8 pacientes no cumplirian los criterios clasicos de sospecha de IDP de
la Fundacion Jeffrey Model. Hay, ademads, que destacar que 6 de los 8 pacientes diagnosticados

con una IDP no presentaron infecciones serias tras el diagndstico. Los resultados observados,
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sugieren que deberia evaluarse la posibilidad de una IDP en pacientes pediatricos con al menos

un episodio de ENI sin factores de riesgo identificados.

1.- Cuatro o mds nuevas infecciones de oido en un 6.- Abscesos en drganos o abscesos cutdneos
afio profundos recurrentes

2.- Dos o mas infecciones de senos paranasales 7.- Afta persistentes en la boca o infecciones
graves en un afio micéticas en la piel.

3.- Dos 0 mas meses de tratamiento con antibidticos 8.- Necesidad de recibir antibiéticos intravenosos
con escaso efecto para eliminar las infecciones.

4.- Dos o mas neumonias en 1 afio 9.- Dos o mas infecciones graves, incluida la

5.- Dificultad de un nifio pequefio para aumentar de septicemia
peso y crecer normalmente 10.- Antecedentes familiares de IDP

Figura 20. Criterios propuestos por la fundacién Jeffrey Modell para sospechar de inmunodeficiencia
primaria en pediatria (adaptado de Jeffrey Modell Foundation, http://www.info4pi.org/)

Atendiendo a los criterios propuestos por la fundacién Jeffrey Modell para pediatria, debe sospecharse una IDP en
todo paciente con al menos dos de los criterios.

La incidencia de IDP en pacientes con ENI grave en el presente estudio coincide con
observada en Francia por Gaschignard y colaboradores en 2014 (208). Sin embargo, hay
algunas diferencias entre nuestros resultados y los de Gaschignard et al. En nuestro estudio, 5
(62,5%) de los pacientes con ENI hospitalizados en los que se ha diagnosticado una IDP, eran
menores de 2 afios de edad, mientras que en el estudio realizado en Francia, la incidencia de
IDP fue mayor en pacientes mayores de 2 afios (208). La incidencia de ENI en nifios menores de
2 afos es mayor que en los mayores de 2 afios (277). Se ha puesto de manifiesto que las
alteraciones inmunoldgicas o factores de predisposicion anatémica a ENI son mayores en
pacientes con ENI mayores de 5 aios, mientras que en menores de 2 afios la principal causa,
ademads de posibles factores de riesgo, seria la inmadurez inmunoldgica (209). No sabemos a
qué pueden deberse las diferencias entre el presente estudio y el de Gaschignard et al.
Pudieran ser debidas a las diferencias de predisposicién a la infeccion entre las IDP

identificadas en ambos estudios. En el estudio de Gaschignard y colaboradores, un 10% (17) de
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los 163 nifios con ENI grave estudiados presentaban IDP, siendo la principal IDP identificada la
deficiencia de anticuerpos (12 pacientes, incluyendo dos pacientes con XLA), seguido de
deficiencias en la inmunita innata (2 casos de deficiencia de C2, 1 con deficiencia de C3, 1 con
asplenia y otro con deficiencia de Myd88). Aunque las deficiencias de anticuerpos comienzan a
manifestarse generalmente tras los 3-6 meses de edad, tras la disminucién de la IgG
transplacentaria, no es infrecuente que debuten a edades mayores, incluso tras los dos afios
de vida. En el estudio realizado por los franceses los dos pacientes con XLA se diagnosticaron a
los 4 y 7 afos. En nuestro estudio el paciente con XLA, con antecedentes familiares, se
diagnosticé a los 2 afios. La edad media a la que los pacientes desarrollan sintomas
relacionados con esta IDP es menor a un afio aunque la edad a la que se diagnostica suele ser
mayor de los dos afios (278,279). La media de edad en un estudio realizado en Estados Unidos
con 201 pacientes diagnosticados de XLA fue de 5,37 afios, aunque en pacientes con
antecedentes familiares la media de edad fue significativamente menor, 2,59 afios (279). En un
estudio irani la media de edad a la que se diagnosticaron los pacientes fue similar, 4,32 afios
(278). La deficiencia de C2 en pacientes de origen europeo es debida, en un 95% de los casos, a
una delecion de 28pb en el exdn 6 del gen. La incidencia de esta IDP es aproximadamente de
1:10.000-1:20.000 en caucdsicos (114,115). Sin embargo, el alelo C2 28-bp DEL lo encontramos
Unicamente en heterocigosis en 1 de 285 controles pediatricos de la isla de Gran Canaria
(datos obtenidos del apartado 1.1 de los objetivos de esta Tesis Doctoral), una frecuencia
alélica observada para C2 28-bp DEL de 0,0018, lo que resulta en una frecuencia de
homocigotos esperada de 3,10x10° (0,31:100.000). Los resultados observados en adultos
control de la isla de Gran Canaria fueron similares (frecuencia alélica observada de 0,0014).
Estos resultados sugieren que la prevalencia de la deficiencia de C2 en Gran Canaria podria ser
menor a la estimada en otras poblaciones europeas. La frecuencia alélica descrita en estudios
con donantes de sangre suecos (280) y espainoles es de 0,007 (281). Mismas frecuencias
alélicas (0,007) se han descrito en estudios realizados con controles norteamericanos blancos
(132). Muchos pacientes con deficiencia de C2 no parecen presentar infecciones graves,
debido a que la VA estd intacta y puede activarse C3 (111). Por lo que no es raro que los
pacientes debuten, en el caso que lo haga, con susceptibilidad a la infeccion en edades mas

avanzadas.

Podria argumentarse que la alta incidencia de IDP entre pacientes con ENI graves en las
islas Canarias es debida a la presencia de efectos fundadores. Sin embargo, son varios los
argumentos de los que disponemos para poner en duda que el efecto fundador sea el

causante principal de la alta incidencia de IDP en este estudio.

130



VI. Discusidn

En primer lugar, la poblacién de la provincia de Las Palmas de Gran Canaria ha
aumentado de 375.227 habitantes en 1950 a 1.100.480 en 2017. Este incremento fue debido a
que a partir de los afios 60 aumentd el turismo, la migracidn interna (entre islas), hubo un
aumento significativo de inmigracidon nacional (procedente del continente espafiol) y de
poblacién europea y de otras nacionalidades. Como consecuencia, la poblacién extranjera
pasd del 1.25% en 1960 al 11.84% en 2017 (datos procedentes del Instituto Nacional de
Estadistica). Esto no excluye la existencia de efectos fundadores, pero indica que una parte
sustancial del acervo genético de la poblacidn de las islas Canarias proviene de otras areas

geograficas, aportando diversidad genética.

En segundo lugar, cuatro de los ocho pacientes de este estudio fueron diagnosticados de
IDP no asociadas al efecto fundador. Un paciente presenté una inmunodeficiencia con
herencia ligada al cromosoma X (XLA), otro una IDP con herencia AD (Sindrome de Charge) y
otros anomalias cromosémicas (Di George y trisomia del 16) que se manifiestan en

heterocigosis.

Por ultimo, los padres de los pacientes diagnosticados de ATM y trisomia parcial del
cromosoma 16 no eran de origen canario y el abuelo del paciente con sindrome de Di George

no era canario.

Sin embargo, a pesar de las razones argumentadas, no puede excluirse la existencia de
efecto fundador, como parece ocurrir en nuestros dos pacientes con asplenia congénita
aislada. En estos pacientes la asplenia congénita no esta causada por mutaciones en el gen
RPSA, causa mas frecuente en este tipo de IDP (282), pero ambos son homocigotos para una
mutacion en un gen para el que no se ha descrito previamente asociacién con enfermedad
(comunicacidon personal Casanova JL y Rodriguez Gallego C, articulo en preparacion). En
estudios previos, nuestro grupo habia demostrado que todos los nifios con infecciones por
micobacterias diseminadas en Gran Canaria tenian una IDP, englobada en el denominado
MSMD (283). Esta IDP en algunos de esos pacientes se debia a un efecto fundador por una
mutacidén poco frecuente en el gen IFNGR1 (cadena 1 del receptor de IFN-y), IDP que también
se diagnosticd en dos pacientes adultos con micobacteriosis diseminada. En otro de los nifios
estudiados con micobacteriosis y salmonelosis diseminadas, se diagnosticd una deficiencia de
la cadena (1 del receptor de la IL-12 (IL-12RB1), otra etiologia de la MSMD, debida a una
mutacion presente en otros lugares del mundo (284-287); un familiar adulto y un hermano de
este familiar fallecido previamente, presentaron infecciones recurrentes por salmonellas
debido a la misma IDP (284). De todos modos, la incidencia de IDP observada en nuestro

estudio es similar al estudio realizado en todo el territorio francés (208).
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Por otra parte, si nos centramos sélo en los pacientes con IDP asociadas a infecciones
graves o recurrentes de la isla de Gran Canaria en los que nuestro grupo ha identificado una
causa genética, aparte de los ya descritos en pacientes con ENI pediatrica, 21 pacientes han
presentado una IDP por mutaciones AD y 13 pacientes por mutaciones AR. Las IPD por
mutaciones AD diagnosticadas GOF de STAT1 (1 paciente), GOF PSTPIP1 (1), GOF STAT3 (1),
GOF PI3KR1 (1), GATA2 (5 pacientes de 3 familias con diferentes mutaciones), IKZF1 (1), BTK
(11 pacientes de 4 familias con diferentes mutaciones, uno de ellos extranjero) (288—-291 y
articulos en preparacion). La incidencia de estas IDP es mayor que la de IDP AR con mutaciones
en homocigosis (13 pacientes): TRNT1 (3), IL-12RB1 (3 pacientes de una familia), ITGB2 (1),
RFXANK (1) e IFNGR1 (5 pacientes de 4 familias debido al efecto fundador previamente
comentado) (284—-287 y articulos en preparacién). Hay que destacar que los 3 pacientes con
deficiencia de TRNT1 son de una familia en la que, al igual que en la paciente con mutaciones
en ITGB2 y los familiares con deficiencia de IL12RB1, la causa de la homocigosis fue la
presencia de endogamia (como se detecta también en pacientes de otros paises) y que los
padres del paciente con mutaciones en RFXANK son de origen norteafricano, donde existe un
efecto fundador para la mutacién detectada. Los pacientes con estas mutaciones AD y AR son
solo aquellos con IDP que presentaron infecciones recurrentes o graves, sin incluir a aquellos
con enfermedades autoinflamatorias sin susceptibilidad a la infeccién o aquellos con otras IDP
con desregulacion inmunolégica sin susceptibilidad a la infeccidn. Por otra parte, el nimero de
pacientes con IDP diagnosticadas en nuestro hospital es mucho mayor, pero a la mayoria de

los pacientes no se les ha realizado estudios genéticos.

Con los avances de los ultimos afios en tecnologias de secuenciacion masiva y el
abaratamiento de estas técnicas, las guias clinicas las estan recomendando como una
estrategia coste eficaz. En muchos casos pueden evitar una odisea diagndstica y orientar el
tratamiento adecuado, a menudo personalizado y de precisidén, que si se realiza ante las
primeras manifestaciones de la enfermedad, salvard vidas y mejorara sustancialmente Ia

calidad de vida de los pacientes (273).

Nuestros resultados son reflejo de que la incidencia de las IDP es mucho mayor de lo
sospechado hasta hace pocos afios. A medida que la existencia de las IDP y su incidencia real
sean conocidas por diferentes especialidades médicas, el nimero de pacientes diagnosticados
con estas enfermedades aumentara significativamente. Entre los factores que influiran en el
diagndstico temprano de estos pacientes jugard un papel muy importante el refuerzo de la
sospecha diagndstica. Hasta hace pocos afios se consideraba que las IDP eran enfermedades

asociadas a infecciones recurrentes, generalmente causadas por microorganismos
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oportunistas. Sin embargo, ya se ha comentado, muchas de ellas presentan también
desregulacién inmunoldgica con autoinmunidad, a menudo como primera y/o Unica
manifestacidn, autoinflamacion o cancer. Muchos especialistas no familiarizados con estas IDP,
no tenian tampoco en cuenta que algunos de los pacientes con estas enfermedades pueden
presentar un Unico episodio infeccioso serio. Los ejemplos son ya numerosos. Entre nuestros
pacientes pueden citarse las deficiencias de IFNGR1 (dos de ellos adultos) o IL12RB1 (284-287)
asociadas a una unica infeccion diseminada por una micobacteria atipica, sin recurrencias, en
la mayoria de los pacientes. Otros ejemplos son las deficiencias de GATA2 diagnosticadas en
adultos de una familia fallecidos en la pandemia de HIN1 sin infecciones recurrentes previas
(291), un paciente adulto previamente sano que fallecié por una infeccidon por Mycobacterium
Kansasii y en otra paciente adulta sana que sufrié una infeccién fulminante y fatal por virus de
Epstein-Bar (resultados pendientes de publicacion). Los resultados del presente estudio llevan
a sugerir que ante la existencia de una ENI grave en un paciente pediatrico sin factores de
riesgo se realice un estudio inmunoldgico para descartar una IDP, especialmente en pacientes
con fallo vacunal. Estos estudios inmunolégicos deberian incluir en primera linea un
hemograma completo, unas subpoblaciones basicas, medir el nivel de IgG, IgA, I1gM e IgE y el
analisis funcional de la via cldsica de complemento (incluyendo niveles de C3 y CH50). Ademas,
se recomienda incluir en las exploraciones una ecografia abdominal y un frotis sanguineo para
la deteccion de cuerpos de Howell-Jolly, para descartar una posible asplenia congénita o
asplenia funcional y, en el caso de meningitis, valorar, como se hace en la practica clinica
habitual, una posible fistula del LCR. En determinados casos estard indicado realizar un estudio
de la actividad de la via alternativa de complemento (AP50), especialmente en pacientes con
niveles bajos de C3, o el analisis de la sefializacion de TLRs mediada por MyD88/IRAK-4,
especialmente en pacientes con baja respuesta inflamatoria y/o febril o con infecciones

recurrentes.

El presente estudio tiene varias limitaciones. Por un lado, no ha sido posible determinar
con exactitud el verdadero nimero de nifios con ENI que tenian una IDP, ya no se pudieron
incluir en el estudio a los pacientes fallecidos, por lo que estas proporciones podrian incluso
ser mayores. Por otro lado, a 34 pacientes (43.6% de los casos con ENI grave) no se les realizé
el estudio inmunoldgico. Segun estudios previos realizados, la manifestacién clinica mas
frecuente de ENI relacionada con IDP es la meningitis (208,209). Es nuestro estudio fue la
neumonia bacteriémica. Estas diferencias podrian deberse a la heterogeneidad en los criterios
establecidos para seleccionar a los pacientes con ENI. En el estudio realizado por Gaschignard

et al., con un 87% de pacientes con meningitis, un criterio de inclusidn fue la hopitalizacién de
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los pacientes, la mayoria incluidos durante o después de la estancia en cuidados intensivos, lo
que puedo conllevar a un sesgo de la poblacién, con mayor porcentaje de pacientes
diagnosticados de meningitis. En otro estudio realizado en Suiza en el que los criterios de
inclusion fueron iguales a los del presente estudio, el porcentaje hallado de pacientes con
meningitis fue similar (42%) (292). Por otro lado, aunque el Sindrome de Charge es
considerado una IDP, los estudios inmunoldgicos realizados a nuestro paciente (ID 20),
incluyendo sus niveles de anticuerpos frente polisacdridos de neumococo y toxoide tetanico
fueron normales. No obstante, no hemos realizado el analisis de produccién de anticuerpos
tras inmunizacion. En otros pacientes hay una sospecha fundada de que pudieran presentar
una inmunodeficiencia, que no ha podido ser demostrada. El paciente con trisomia del
cromosoma 21 (ID 13) presentaba infecciones recurrentes. Es sabido que los pacientes con
sindrome de Down manifiestan una alta susceptibilidad a infecciones del tracto respiratorio,
en parte debido a las alteraciones anatdmicas y neuroldgicas. Ademas, presentan también una
mayor incidencia de autoinmunidad y leucemia, tanto linfoide como mieloide. Diversos
estudios han mostrado que estos pacientes presentan diversas alteraciones inmunoldgicas,
tanto de la inmunidad innata como de la adquirida, entre ellas defectos de generacion de
linfocitos B de memoria y de produccién de anticuerpos, asi como desregulacidon inmunolégica.
De hecho, en los ultimos afios se ha propuesto la utilizacidon de profilaxis frente a la infeccién
en estos pacientes. (293-297). En un estudio inicial del paciente los niveles de IgG, IgA e IgM
eran normales, aunque presentaba leve linfocitosis y neutropenias. Sin embargo, no pudieron
realizarse estudios inmunoldgicos adicionales debido a que el paciente no pudo ser localizado
por traslado de hogar a otra provincia. Otro paciente (ID1), recibié un trasplante de
progenitores hematopoyéticos (TPH) a la edad de 12 afios, tras el cual fallecié debido a una
neumonia neumocécica bacteriémica. El paciente habia presentado previamente neumonias
recurrentes. Los estudios inmunolégicos realizados previo al TPH mostraron una profunda
deficiencia de linfocitos T CD4 virgenes con un defecto de respuesta proliferativa a mitédgenos
y valores elevados de linfocitos T activados o senescentes (HLA-DRY, CD57%), no pudiendo
descartarse que presentara una IDP. Por otra parte, se realizd un estudio de niveles de
anticuerpos frente a polisacdridos de neumococo y toxoide tetdnico a los pacientes sin
factores de riesgo ni IDP diagnosticada. El paciente ID1 presentaba titulos muy bajos de
anticuerpos frente a polisacédridos de neumococo aunque, varios de ellos presentaban niveles
en el limite de normalidad. Sin embargo, a la mayoria de pacientes no se les realizé un estudio
de produccion de anticuerpos tras inmunizacién con polisacdridos no conjugados de
neumococo. Por lo que algunos pacientes que presentan una deficiencia de produccién de

anticuerpos pueden no haber sido diagnosticados (298,299). Los valores de IgG frente a
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polisacdridos de neumococo se midieron con un ensayo que mira la IgG total frente a los 23
serotipos incluidos en la vacuna de polisacdridos no conjugados de neumococo. Sin embargo,
estos valores fueron determinados en adultos antes de la introduccién de la vacuna conjugada
y su idoneidad es discutible. Ademas, unos valores normales no excluyen una produccién
anémala de anticuerpos frente a polisacaridos de neumococo (300-303). Para identificar a los
individuos con una pobre respuesta frente a polisacaridos de neumococo, la Organizacion
Mundial de la Salud establece que debe realizarse la determinacion frente a varios
polisacaridos individuales, una técnica no realizada actualmente en ningun laboratorio
espafiol. Por ultimo, debe tenerse en cuenta que, como se ha comentado previamente, en los
ultimos anos, gracias en gran parte a las nuevas técnicas de estudios exdmicos y gendmicos, se
han identificado muchas IDP que predisponen a uno o pocos microorganismos, en ocasiones
con un uUnico episodio infeccioso grave y, en ocasiones, con una penetrancia clinica parcial
(227). De hecho, desde el inicio de estudios exdmicos diagndsticos, hace aproximadamente 10
afos, el nimero de defectos genéticos causantes de IDP ha pasado unos 150 en 2009 a mas de
400 en 2019 (227). Muchos de las IDP descritas no manifiestan alteraciones inmunolégicas en
los estudios inmunoldégicos y hematoldgicos habituales. La realizacién de estos estudios podria

revelar una incidencia incluso mayor a la observada en nuestro estudio.

Los resultados obtenidos podrian ser debidos a que las infecciones primarias en nifios
son el resultado de variaciones de alta penetrancia en un solo gen (monogénicas), mientras
que en adultos son consecuencia de una herencia compleja debida a variaciones poligénicas
(figura 21) (304); siempre teniendo en cuenta que, tanto en niflos como adultos, hay
comorbilidades que pueden predisponer per se a la infeccién, aln en ausencia de variantes
genéticas de predisposicién. Es el caso de pacientes con IDP debidas a defectos del
complemento o con agammagolulinemia. Hay incluso IDP con una muy alta susceptibilidad a
infeccion neumocdcica fatal en edad pediatrica que prdcticamente no presentan infecciones
graves en edad adulta, como es el caso son las deficiencias de IRAK4 y Myd88 (305,306). Se
cree que el desarrollo de la inmunidad adquirida frente al neumococo vaya compensando
gradualmente los defectos congénitos de la inmunidad innata. Por otro lado, en adultos,
ademads de una herencia poligénica y la presencia de comorbilidades que pueden acentuar
efectos genéticos menores, o de baja penetrancia, puede haber alteraciones genéticas
somaticas y epigenéticas, ademas del conocido efecto de la inmunosenescencia, que pueden

provocar un deterioro progresivo de la inmunidad (figura 21).
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Figura 21. Modelo genético dependiente de la edad en enfermedades infecciosas graves
(adaptado de Alexandre Alcais y colaboradores, (304))

Este modelo sugiere que en nifios las enfermedades infecciosas graves vienen marcadas por variantes
monogénicas (de un solo gen) no mendelianas con penetrancia incompleta. Mientras que, en adultos,
la predisposicion a enfermedades infecciosas es consecuencia de multiples factores: variantes
poligénicas (varios genes), procesos somaticos y epigenéticos.

En resumen, los presentes resultados, junto con los de estudios previos, sugieren que se
deberia descartar una IDP (y también secundaria) a todos los pacientes con edad pediatrica
hospitalizados por ENI grave aunque no presenten un historial de infecciones recurrentes, al
menos en aquellos que no presenten factores de riesgo. La identificacion temprana de una
inmunodeficiencia y la instauracion del tratamiento adecuado permitiria mejorar la calidad de

vida y disminuir el riesgo de mortalidad de los pacientes afectados.
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3. Analisis del posible efecto causal de la inmunodeficiencia

primaria producida por la deficiencia de MASP-2

En el tercer objetivo de la presente Tesis Doctoral propone determinar el posible efecto
causal de la IDP producida por la deficiencia de MASP-2 debido a la homocigosis para la
variante p.D120G (MASP-24,0s). Para se realizd un exhaustivo estudio de asociacidon en

pacientes con NAC, ENI o LES, y controles (tanto nifios como adultos).

Ademds de los tres individuos sanos con deficiencia de MASP-2 descritos en
investigaciones previas (90,91), se detecté otro caso de deficiencia de MASP-2. Se trata de un
individuo de 12 afios de edad que, hasta el momento del estudio, no habia presentado
infecciones graves ni recurrentes, ni enfermedades inflamatorias o autoinmunes, ni ningin

otro trastorno relevante.

Los estudios en modelos animales han aportado informacién crucial para el
conocimiento del sistema inmunolégico, pero hay muchos ejemplos de resultados
contradictorios entre los modelos murinos y el estudio de pacientes con el mismo defecto
inmunolégico. El estudio de pacientes con IDP es una importante fuente de informacidén para
conocer la relevancia de las moléculas afectadas en el humano en condiciones naturales (307).
El primer caso de deficiencia de MASP-2 fue descrito en 2003 por Stengaard-Pedersen y
colaboradores (213). En esa publicacidon sugirieron que se trataba de un nuevo defecto
monogénico subyacente a una inmunodeficiencia AR que predispone a infecciones graves y a
autoinmunidad. Sin embargo, es importante resaltar que este individuo también mostraba
niveles séricos de Clq muy bajos (con presencia de autoanticuerpos anti-C1q), de C3 y C4, al
que se sumaba un profundo defecto de la actividad de las vias alternativa y clasica de
complemento. Estas deficiencias, probablemente secundarias al LES que tenia el paciente,
explicarian por si solas la susceptibilidad a la infeccion. Este paciente se identificé cuando los
sueros de 125 pacientes con sospecha de IDP se analizaron con el fin de determinar la
deficiencia de actividad de la VL dependiente de MBL (213,221). Diez pacientes adicionales,
homocigotos en p.D120G, MASP-2,0c, (tres nifios y siete adultos), con un rango heterogéneo
de enfermedades (no todas infecciosas o autoinmunes), fueron identificados posteriormente

en el contexto de estudios genéticos de asociacién (69,118,215-220) (tabla 30).

Sin embargo, también se han identificado nueve individuos sanos homocigotos para
MASP-24,05, (dos nifios y siete adultos) al realizar estudios de asociacién genética
(1219,217,220,222,224), incluyendo los 3 individuos adultos descritos previamente por nuestro

grupo (90,91) y el nifio identificado en el presente estudio (223) (tabla 36). Nuestro grupo ya

137



VI. Discusion

habia sugerido que la deficiencia de MASP-2 podria presentar una baja penetrancia (120,308).
En conjunto, estos hallazgos sugieren que la deficiencia de MASP-2 no cumple la premisa de
que, para establecer una relacidn causal entre un genotipo y un fenotipo clinico, el genotipo
no debe estar presente en individuos sanos (309). Es cierto que algunas IDP muestran una
penetrancia incompleta y en estudios familiares se han identificado individuos sanos con
genotipos causales. En cualquier caso, la penetrancia incompleta es la excepcién que confirma

la regla en la mayoria de las IDP, especialmente en aquellas con herencia AR (307).

Desde 2004, la deficiencia de MASP-2 se ha incluido en la clasificacion de IDP como una
deficiencia del complemento asociada a una alta susceptibilidad a las infecciones pidgenas
recurrentes, asi como a enfermedad pulmonar inflamatoria y a autoinmunidad (121,214,310).
Las deficiencias de C1q, C2 y C4 también han sido incluidas como IDP pero, en este caso, con
una baja susceptibilidad a la infeccién pidgena y al LES. Esto parece paraddjico, ya que
aproximadamente el 50% de los individuos con deficiencia de Clq presentan infecciones
significativas por bacterias encapsuladas, alrededor del 50% de las personas con deficiencia de
C2 presentan infecciones invasivas, especialmente por neumococo y el 76% de los pacientes
con deficiencia de C4 sufren infecciones respiratorias recurrentes, incluidas neumonia vy
meningitis (109,116,311,312). Del mismo modo, el 80-95%, 25% y 76% de los individuos con
deficiencia de Clqg, C2 y C4 respectivamente, son diagnosticados de LES, y otro 18% de los
pacientes con deficiencia de C2 sufren vasculitis o enfermedad indiferenciada del tejido

conectivo (109,116,311,312).

Varias deficiencias de otros componentes de la VL pueden esclarecer el papel de la
deficiencia de MASP-2, y de las deficiencias de la VL en general, en la susceptibilidad a
infecciones y a enfermedades autoinmunes. La deficiencia de MBL se incluyé inicialmente en la
clasificacion de IDP como una deficiencia del complemento asociada a las infecciones
pidgenas, aunque se hacia constar que el nivel de penetrancia era muy bajo (214). Mas del 5%
de los individuos de la mayoria de poblaciones presentan una completa deficiencia MBL,
debida principalmente a la homocigosidad o heterocigosidad compuesta de tres mutaciones
comunes en el exdn 1 del gen MBL2 (estas mutaciones originan los alelos variantes conocidos
como D, By C) (98). De hecho, se ha propuesto incluso que, las altas frecuencias observadas a
nivel mundial de estos alelos mutantes relacionados con las bajas concentraciones séricas de
MBL, pueden deberse a una deriva genética, lo cual pone de manifiesto la neutralidad
evolutiva de MBL2 (313). Estos datos sugieren que la MBL podria ser redundante en las
defensas humanas (307,313). A medida que se realizaron estudios mds exhaustivos, se

obtuvieron resultados contradictorios sobre el papel de la deficiencia de la MBL en la
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predisposicién a las infecciones graves, especialmente en la sepsis grave y en la infeccion
meningocédcica y neumocdcica (51,55,317,68,98,122,123,307,314-316). Por lo tanto, aunque
no se puede descartar su papel como factor modificador, los resultados sugieren que la
deficiencia de MBL es principalmente asintomatica. De hecho, en la actualizacién de 2011

sobre la clasificacion de IDPs ésta ya no fue incluida (318).

La colectina-11 humana y murina, pero no la MBL, induce la activacién de la VL en la
superficie de S.penumoniae y otras bacterias y, ademds, aumenta la opsonofagocitosis (319-
322). Los pacientes con deficiencia AR de colectina-11 o -10 padecen el sindrome de
Malpuech-Michels-Mingarelli-Carnevalle (3MC), que se caracteriza por defectos
craneofaciales, genitales y a menudo mentales. Sin embargo, los pacientes con deficiencia de
colectina-11 y 10, que carecen de la secrecién de colectina-11 o -10, no manifiestan una
predisposicidn a la infeccidn, autoinmunidad u otro fenotipo inmunoldgico (321,323-326). Las
mutaciones en el gen MASP1 también han sido identificadas en pacientes con sindrome 3MC
(321,323,325,327,328). El gen MASP1 codifica, mediante procesamiento alternativo del mARN,
tres productos: las proteasas de serina MASP-1 y MASP-3, y la proteina MAP-1 (también
conocido como Map-44) que comparte con las anteriores los ocho primeros exones. Sin
embargo, los dominios de serina-proteasa de MASP-1 (exones 13-18) y MASP-3 (ex6n 12)
estan codificados por diferentes exones mientras que MAP-1 no tiene dominio serina-proteasa
(98-100). La mayoria de las mutaciones en MASP1 en pacientes con sindrome de 3MC se
encuentran en el exdon 12, exclusivo de MASP-3. Sin embargo, en nueve pacientes se ha
descrito que las mutaciones alteran los tres productos proteicos (325—-328). No obstante, no se
documentd ningun fenotipo infeccioso o autoinmune en estos pacientes a pesar de la nula

actividad de la VL debido a la ausencia de MASP-1 (328,329).

El primer paciente con deficiencia de ficolina-3 se describié en 2009, al medir los niveles
de ficolina-3 en un gran numero de pacientes con sospecha de inmunodeficiencia (330). El
paciente era un adulto con infecciones recurrentes del tracto respiratorio y abscesos
cerebrales. Sin embargo, se habia sometido a una esplenectomia a los 20 afios de edad debido
a una trombocitopenia, tenia una deficiencia parcial de IgM y una baja respuesta a la vacuna
nuemocécica polisacarida. La deficiencia de ficolina-3 la ocasiond una mutacidn que se estima
que ocurre en homocigosidad en 1:10.000 individuos. Tras la descripcidon de este paciente, la
deficiencia de ficolina-3 también se consideré una IDP asociada a una alta susceptibilidad a
infecciones pidgenas recurrentes y a abscesos (121,311). Posteriormente, al llevar a cabo
estudios de asociacion, se describieron otros seis pacientes con gran heterogeneidad en sus

manifestaciones clinicas, asi como un control sano con la deficiencia de ficolina-3
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(125,331,332). Ademas, recientemente se ha sugerido que la deficiencia de ficolina-3 esta
asociada la predisposicion a LES (331). Sin embargo, el primer paciente descrito fue
posteriormente diagnosticado del sindrome de Wiskott-Aldrich (WAS, con confirmacion
genética) (98). La deficiencia de IgM y de producciéon de anticuerpos frente a antigenos
polisacaridicos era por lo tanto la consecuencia del WAS. Por otra parte, la esplenectomia en
ese paciente fue muy probablemente debida a la microtrombocitopenia que presentan los
pacientes con WAS. Esta IDP, el WAS, explicaria por si sola las infecciones que presentaba el

paciente, independientemente de la deficiencia de ficolina-3.

Se estima que la deficiencia de MASP-2 debido a la homocigosidad en p.D120G ocurre
aproximadamente entre 7 (en el presente estudio) y 15 por cada 10.000 individuos de origen
europeo (118,119). Esta frecuencia haria que la deficiencia de MASP-2 fuese la segunda IDP
mas comun después de la deficiencia de IgA, siempre que la deficiencia de MBL no se
considere una IDP. En conclusién, tanto la deficiencia de MASP-2, como la deficiencia de MBL,
parecen ser una simple consecuencia de un polimorfismo comun. Sin embargo, no se puede
descartar el papel de la deficiencia de MASP-2 como un posible modificador de la enfermedad
en individuos con inmunodeficiencias hereditarias adicionales o en pacientes con
enfermedades subyacentes que alteran los mecanismos de defensa inmunoldgica (98). Siendo
ortodoxos, tampoco se puede descartar que algunos de los individuos con deficiencia de
MASP-2, incluso los controles sanos adultos, aun no hayan manifestado el fenotipo de la
enfermedad. En cualquier caso, el estado de salud se evalué en al menos cuatro individuos
sanos de 19 (222), 29 (217), 37 (91) y 39 (91) afios. Cabe destacar que la mujer control sana de
37 afios, miembro del personal del hospital (91), actualmente tiene 51 afos y continda

estando sana.

Por el contrario, un exceso de activacion de la VL también puede ser perjudicial debido a
la posibilidad de que se produzca una respuesta proinflamatoria exacerbada y dafios
adicionales en el individuo. De hecho, la VL, en especial MASP-2, puede comportarse como un
arma de doble filo y ser incluso perjudicial en enfermedades graves como infarto de miocardio,
accidente cerebrovascular, dafios por isquemia-reperfusion renal y artritis reumatoide
(99,100,321,333). Curiosamente, altos niveles de MASP-2 pueden contribuir a una mayor
gravedad de la meningitis neumocdcica (334). Debido a la baja frecuencia de la variante
estudiada, nuestro estudio carece de poder estadistico para evaluar su asociacién con la

gravedad de la NAC o la ENI (51).

Nuestro estudio tiene varias limitaciones, ademas de la mencionada anteriormente. La

mayoria de las personas en el grupo de NAC sufrieron un Unico episodio neumadnico y, por lo
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tanto, no representa una cohorte de IDP. Ademas, los pacientes con un diagndstico previo de
IDP fueron excluidos de nuestro estudio, y los estudios genéticos o inmunoldgicos dirigidos al
diagnéstico de IDP no se llevaron a cabo en la mayoria de los pacientes y controles,

especialmente en adultos.

Una vez que se sospecha una IDP en un paciente, es importante llevar a cabo un
diagndstico molecular confirmativo, ya que puede ayudar a tomar decisiones sobre el manejo,
informar sobre el prondstico y acerca de las medidas profilacticas a adoptar. Sin embargo, la
evidencia acumulada hasta la fecha sugiere que MASP-2, e incluso otros componentes de la VL,
son en gran medida redundantes en las defensas humanas frente a la infeccion y que los
individuos con deficiencia de MASP-2 no parecen ser particularmente propensos a
enfermedades infecciosas o autoinmunes. No obstante, se requiere llevar a cabo estudios con
gran numero de individuos para poder determinar con mayor seguridad si la deficiencia de
MASP-2 influye en la susceptibilidad a la infeccidn en individuos con otros defectos primarios o

secundarios en los componentes del sistema inmune.
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CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos y discutidos previamente, se puede concluir que:

1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

2.1.

2.2.

El alelo rs2230199-C (C3493r) del gen C3 se asocia a una mayor susceptibilidad a

NNAC en adultos, especialmente NNAC en adultos.

El alelo rs547154-T del gen C2, en completo desequilibrio de ligamiento con la
variante fBgrsyq (rs641153-A), se asocia a una mayor susceptibilidad a NNAC en

adultos.

Los resultados confirman la hipdtesis previamente planteada de que las
variantes de baja actividad de complemento rs547154-T del gen C2, en
completo desequilibrio de ligamiento con la variante fBgsyq (rs641153-A) y
rs2230199-C (C310,;) del gen C3, que se han asociado a un papel protector frente
a enfermedades inflamatorias mediadas por complemento, se asocian a su vez a
un mayor riesgo de desarrollar NAC, en particular NNAC. El sistema del
complemento es por tanto un arma de doble filo: un sistema poco activo
favorece el riesgo de infeccion (NNAC), mientras que un sistema de

complemento activado predispone a enfermedades inflamatorias.

Las deficiencias de C4A y de C4B, asi como las variaciones del nUmero de copias
de C4, C4A, C4B, C4S o C4L no se asocia con predisposicion a NAC ni NNAC en

adultos.

Entre un 10% (si se atiende al total de casos) y un 18% (si se atiende a los casos
que se han podido estudiar) de los pacientes pediatricos que han requerido
hospitalizacion por una ENI han sido diagnosticados de una inmunodeficiencia

primaria.

La presencia de una ENI grave en un nifio, debe hacernos evaluar la posibilidad
de una IDP aunque el paciente no cumpla los criterios clasicamente utilizados de

sospecha de IDP.
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3.1. La deficiencia de MASP-2 debida a la homocigosidad para la mutacion no se
ha asociado con la susceptibilidad a lupus eritematoso sistémico ni a NAC en

adultos o ENI pediatrica.

3.2. Se describe otro caso deficiencia de MASP-2 debido a la homocigosidad de

p.D120G en un individuo sano de edad pediatrica.

3.3. Los resultados obtenidos sugieren que la deficiencia de MASP-2 no es por si sola

una IDP o, que su penetrancia clinica seria muy baja.
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Abstract

Mannose-binding lectin (MBL)-associated serine protease-2 (MASP-2) is an indispensable enzyme for the activation of the lectin
pathway of complement. Its deficiency is classified as a primary immunodeficiency associated to pyogenic bacterial infections,
inflammatory lung disease, and autoimmunity. In Europeans, MASP-2 deficiency, due to homozygosity for c.359A > G
(p.D120G), occurs in 7 to 14/10,000 individuals. We analyzed the presence of the p.D120G mutation in adults (increasing the
sample size of our previous studies) and children. Different groups of patients (1495 adults hospitalized with community-
acquired pneumonia, 186 adults with systemic lupus erythematosus, 103 pediatric patients with invasive pneumococcal disease)
and control individuals (1119 healthy adult volunteers, 520 adult patients without history of relevant infectious diseases, and a
pediatric control group of 311 individuals) were studied. Besides our previously reported MASP-2-deficient healthy adults, we
found a new p.D120G homozygous individual from the pediatric control group. We also reviewed p.D120G homozygous
individuals reported so far: a total of eleven patients with a highly heterogeneous range of disorders and nine healthy controls
(including our four MASP-2-deficient individuals) have been identified by chance in association studies. Individuals with
complete deficiencies of several pattern recognition molecules of the lectin pathway (MBL, collectin-10 and collectin-11, and
ficolin-3) as well as of MASP-1 and MASP-3 have also been reviewed. Cumulative evidence suggests that MASP-2, and even
other components of the LP, are largely redundant in human defenses and that individuals with MASP-2 deficiency do not seem
to be particularly prone to infectious or autoimmune diseases.

Keywords MASP-2 - MBL - primary immunodeficiency - complement - lectin pathway - ficolin-3 - collectin

Introduction

Deficiencies in components of the classical and alternative path-
ways of the complement system are associated to bacterial infec-
tions, particularly by Streptococcus pneumoniae, Haemophilus
influenzae, and Neisseria spp., particularly N. meningitidis, as
well as to autoimmune, mainly rheumatic, diseases [1, 2]. The
role of deficiencies of the components of the lectin pathway (LP)
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on predisposition to infection and autoimmunity is controversial
[3]. The LP is triggered by the pattern recognition molecules
(PRMs), mannose-binding lectin (MBL); ficolin-1, ficolin-2,
and ficolin-3; and collectin (CL)-10 and CL-11 after binding to
surfaces displaying various arrays of carbohydrates or acetyl
groups [3]. These PRMs circulate in heterocomplexes with
MBL-associated serine proteases (MASPs), which initiate the
proteolytic cascade of the LP after binding of the PRM to their
ligands. There are three MASPs, MASP-1, MASP-2, and
MASP-3. MASP-2 is, together with MASP-1, indispensable
for the activation of the LP (Fig. 1) [3-5]. Both activated
MASP-1 and MASP-2 can cleave C2, but C4 is cleaved only
by MASP-2. In the absence of MASP-1 or MASP-2, the classical
C3 convertase C4bC2a cannot be generated through the LP, and
no LP activation is observed.

@ Springer
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Pattern recognition molecules (PRM) of the Lectin Pathway:
MBL, FCN-1, FCN-2, FCN-3 and CL-LK (heterocomplex of CL-10 and CL-11)

Fig. 1 The lectin pathway (LP) initiates after binding of pattern
recognition molecules (PRMs) to surfaces displaying various arrays of
carbohydrates or acetyl groups in PAMPs (pathogen-associated
molecular patterns) or DAMPs (damage-associated molecular patterns).
Several PRM of the LP have been identified so far: mannose-binding
lectin; ficolin-1, ficolin-2, and ficolin-3; and collectin (CL)-10 and CL-
11. CL-10 and CL-11 were found to circulate as heteromeric complexes
(CL-LK) of one CL-L1 and two CL-K1 polypeptide chains, able to
activate the LP. The serine proteases that initiate the proteolytic cascade
of the LP are the MBL-associated serine proteases (MASPs), which
circulate in complex with the PRM. When the PRMs of the LP bind to
the target surface, zymogen MASP-1 autoactivates first and then activates
zymogen MASP-2. Both activated MASP-1 and MASP-2 can cleave C2,
but C4 is cleaved only by MASP-2. In the absence of MASP-1 or MASP-
2, the classical C3 convertase C4bC2a cannot be generated through the
LP, and no LP activation is observed. MASP-3 is the primary
physiological activator of pro-factor D under resting conditions in
human blood, inducing the activation of the alternative pathway, which
serves as an amplification loop for the classical and the lectin pathways.
Activation of MASP-3 by MASP-1 and MASP-2 has been also proposed.
In addition, it was recently shown that MASP-2 can directly cleave C3 in
the absence of C4 and/or C2 on LP-activating surfaces [3-5]. PAMPs
pathogen-associated molecular patterns, DAMPs damage-associated
molecular patterns, PRM pattern recognition molecules, MASP MBL-
associated serine proteases, MBL mannose-binding lectin, FCN-1
ficolin-1 (also commonly termed M-ficolin), FCN-2 ficolin-2 (initially
identified as L-ficolin), FCN-3 ficolin-3 (initially identified as H-
ficolin), CL-10 collectin-10 (also known as collectin liver 1, CL-L1),
CL-11 collectin-11 (also known as collectin kidney 1, CL-K1), FD
factor D, MAC membrane attack complex

Deficiency of MASP-2 was first reported in 2003 [6] in an
adult individual suffering from autoimmune and inflammatory
disorders, as well as severe and recurrent pneumococcal infec-
tions. This patient, who was totally deficient in LP activity, was
found to be homozygous for a mutation in exon 3 of the MASP2
gene (1572550870, p.D120G, ¢.359A > G). This mutation results
in a significant decrease in serum levels of the protein, reaching
very low levels in homozygous individuals [6, 7]. But, more
importantly, it abrogates the LP activation by preventing the
interaction of MASP-2 with the PRMs of the LP [6].

@ Springer

Since 2004, MASP-2 deficiency has been included in the
classification of primary immunodeficiencies (PID) as a com-
plement deficiency associated to pyogenic infections, inflam-
matory lung disease, and autoimmunity [2, 8]. In 2006 and
2008, we reported three MASP-2-deficient healthy adults ho-
mozygous for p.D120G in MASP?2 [7, 9], casting doubts about
the clinical penetrance of this deficiency. Other deficient indi-
viduals, both healthy subjects and patients with a heteroge-
neous variety of disorders, have also been reported.

In order to shed light on the clinical consequences of MASP-2
deficiency, we have analyzed the presence of the p.D120G mu-
tation in different groups of adult and pediatric patients and
healthy individuals. In addition, we have reviewed MASP2
p-D120G homozygous individuals reported so far.

Methods
Patients and Controls

The present study analyzes different groups of patients and
healthy individuals. We have increased the sample size of
the adult groups published in our previous studies [7, 9]. In
addition, we have included pediatric patients with invasive
pneumococcal disease (IPD), as well as a pediatric control
group. The groups of adult individuals included in the present
study comprise 1495 patients hospitalized with community-
acquired pneumonia (CAP, 461 with pneumococcal CAP)
from 6 Spanish hospitals (mean age, 62.8 + 17.7 years,
33.9% females), a control group of 520 patients without his-
tory of relevant infectious diseases from the same origin than
CAP patients (mean age 61.5 = 13.9 years, 34.4% females),
1119 unrelated healthy volunteers (blood and bone marrow
donors and hospital staff) (mean age 40.9 £ 14.7 years,
51.8% females), and 186 patients with systemic lupus erythe-
matosus (SLE) (mean age 45.8 + 12.3 years, 91.9% females).
The pediatric groups analyzed are composed of 103 patients
with IPD (mean age 2.9 + 2.5 years, 36.5% females) from 3
Spanish hospitals, as well as 311 children from a control group
(patients attended for minor surgery with no history of respi-
ratory diseases and without occurrence of inflammatory pro-
cesses in at least 3 months previous to their inclusion) (mean
age 12.7 £ 13.2 months, 67.2% females). Individuals with
ancestors other than Spanish were excluded from the study.
The diagnosis of CAP was based on the presence of acute
onset of signs and symptoms suggestive of lower respiratory
tract infection and on radiographic evidence of a new pulmo-
nary infiltrate with no alternative known cause. IPD was con-
sidered in cases of infection requiring hospitalization and con-
firmed when S. pneumoniae was detected by culture or mo-
lecular methods from a normally sterile site (blood, cerebro-
spinal, synovial or pleural fluid, but not sputum). Patients with



J Clin Immunol

SLE were diagnosed according to the American College of
Rheumatology 1997 modified criteria [10].

Analysis was done as part of research projects originally
approved by the Ethic Committee of the Hospital
Universitario de Gran Canaria Doctor Negrin, Canary
Islands Spain, and Hospital Sant Joan de Deu, Barcelona,
Spain, and informed consent was obtained from all individuals
(or representative). Research reported in the manuscript is in
compliance with the Helsinki Declaration.

Genotyping

Genomic DNA was isolated from whole blood according to
standard phenol-chloroform procedure or by the means of
automated nucleic acid purification systems (MagNA Pure,
Roche Molecular Diagnostics, Pleasanton, CA, USA, or
iPrep, Invitrogen by Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA, or Nuclisens EasyMag System, Biomerieux, Marcy
I’Etoile, France). MASP2 p.D120G mutation was analyzed
by PCR-RFLP as previously described [9]. Homozygous
individuals were confirmed by Sanger sequencing with a
different set of primers [7, 9].

Identification of Previous Cases

MASP?2 p.D120G homozygous individuals previously report-
ed were identified by extensive searching in PubMed, using
the search terms “mannose-binding lectin-associated serine
protease 2,” “mannose-binding protein-associated serine pro-
tease 2,” “mannan-binding lectin-associated serine protease
2,” “MASP-2,” and “MASP2.”

Statistical Analysis

Frequencies of the different genotypes are presented as number
of individuals and percentage from total. Expected numbers of

MASP2 p.D120G homozygous individuals were calculated
based on the frequency of the mutated allele. Comparison of
MASP?2 genotypes was performed using the Chi-square test or
Fisher’s exact test when needed, considering statistical signifi-
cance when P < 0.05. Statistical analysis was performed using
SPSS 15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

Results

Table 1 shows the frequency of the genotypes of the ¢.359A >
G variant (p.D120G) of the MASP2 gene in the studied popu-
lations. We had previously reported three MASP-2-deficient
individuals with no history of serious infections or autoimmu-
nity [7, 9]. A new MASP2 p.D120G homozygous individual
has now been found in the control group of children without
records of respiratory diseases. Six episodes of otitis were doc-
umented during his first 2 years of life (three of the episodes
were attended at primary care centers, and only one of them
was suppurative). Between the age of 3 and 5, he had two
episodes of otitis per year; only the first of them was treated
with antibiotics. This individual is currently 12 years old, and
no further episodes of otitis or other diseases have been record-
ed. He has never fulfilled diagnostic criteria of PID.

We have not found any MASP2 p.D120G homozygote
among 1495 adults with CAP (of which 73 had pleural em-
pyema, 470 severe sepsis, 79 acute respiratory distress syn-
drome, and 461 were diagnosed with pneumococcal CAP),
103 children with IPD, and 186 patients with SLE (30 of them
with at least one episode of pneumonia). No differences in
genotypic or allelic frequencies were found when comparing
the groups of patients to their control populations. The expect-
ed frequency of homozygosity for the p.D120G variant of our
two healthy control populations together (adults and children,
N = 1430) is of 6.9 in every 10,000 individuals.

Table 1 Genotypes of the

MASP2 p.D120G mutation (A > N A/A AG G/G Expected G/G'

G) in the groups of individuals

analyzed Healthy adults 1119 1063 (95.00) 53 (4.74) 3(0.27) 0.78 (0.07)
Adult no infection controls® 520 484 (93.08) 36 (6.92) 0 (0) 0.62 (0.12)
Children no infection controls® 311 296 (95.18) 14 (4.50) 1(0.32) 0.21 (0.07)
Adult CAP patients 1495 1414 (94.58) 81(5.42) 0 (0) 1.10 (0.07)
Children with IPD 103 100 (97.09) 3291 0 (0) 0.02 (0.02)
SLE patients 186 174 (93.55) 12 (6.45) 0 (0) 0.19 (0.1)

Values are number of individuals (%). CAP community-acquired pneumonia (including 73 patients with pleural
empyema, 470 with severe sepsis, and 79 with acute respiratory distress syndrome), /PD invasive pneumococcal
disease, SLE systemic lupus erythematosus

! Number of expected individuals homozygous for the G allele (%)

2 Control group of 520 patients without history of relevant infectious diseases from the same origin as CAP patients

3 Control group of children attended for minor surgery with no history of relevant respiratory diseases and without
occurrence of inflammatory processes in at least 3 months previous to their inclusion
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Table 2 shows the eleven p.D120G homozygous patients
reported in the scientific literature so far. Besides the first
patient reported in 2003 [6], ten additional p.D120G homozy-
gous patients (three children and seven adults) have been sub-
sequently identified by chance while performing association
studies. These patients presented with a heterogeneous range
of diseases: two patients suffered from recurrent respiratory
infections [11-13], another one suffered from cystic fibrosis
[14], two others were admitted to a lung clinic (no specific
disease was reported) [15], two more suffered from pulmo-
nary tuberculosis [13], one patient had colorectal cancer [16],
another one was an hepatitis C virus positive individual with
hepatocellular carcinoma [17], and the last one was a previ-
ously healthy female, aged 66 and with no particular trend to
infection, who was hospitalized at general ward due to non-
severe CAP [18]. Noteworthy, nine healthy individuals (two
children and seven adults) homozygous for p.D120G, includ-
ing our four cases, have also been found in genetic association
studies (Table 3) [7, 9, 13, 17, 20, 21].

Discussion

We have performed an extensive study aimed to analyze
MASP-2 deficiency due to the p.D120G variant in a large
group of patients with CAP, IPD, or SLE and a large group
of controls (both children and adults). Besides our three pre-
viously reported healthy individuals with MASP-2 deficiency
[7, 9], we herein report another MASP2 p.D120G homozy-
gous individual who does not present particularly severe or
recurrent infections, nor inflammatory or autoimmune dis-
eases, or any other relevant disorder.

The study of individuals with PID has proven to be an impor-
tant source of information on the relevance of the affected mol-
ecules in humans in nature [23]. The first case of MASP-2 defi-
ciency, described in 2003 by Stengaard-Pedersen et al [6],

suggested that this was a new monogenic defect underlying an
autosomal recessive immunodeficiency, predisposing to severe
infections and autoimmunity. It is worth noting that this individ-
ual also showed low levels of Clq (with presence of anti-Clq
autoantibodies), C3, and C4 and severely impaired classical and
alternative pathways activity. This patient was identified when
sera from 125 patients with suspected PID were analyzed for
MBL-dependent LP activity deficiency [6, 22]. Ten additional
p-D120G homozygous patients (three children and seven adults),
with a heterogeneous range of diseases, have been identified by
chance in subsequent association studies [11-18] (Table 3).
However, nine healthy individuals (two children and seven
adults) homozygous for p.D120G have also been found by
chance in genetic association studies [7, 9, 13, 17, 19-21, and
this study]. Taken together, these findings suggest that MASP-2
deficiency no longer fulfills the premise that to establish a causal
relationship between a genotype and a clinical phenotype, the
genotype must not occur in healthy individuals [24]. Certainly,
some PID show an incomplete penetrance, and healthy individ-
uals with causative genotypes have been identified in familial
studies. In any event, incomplete penetrance through life is the
exception rather than the rule for most PID, particularly for those
PID with autosomal recessive inheritance [23].

Since 2004, MASP-2 deficiency has been included in the
classification of PID as a complement deficiency associated to
high susceptibility to recurrent pyogenic infections, as well as to
inflammatory lung disease and autoimmunity [2, 8, 25]. Clq, C2,
and C4 deficiencies are also included as PID but, in this case,
with low susceptibility to pyogenic infection and to SLE. This
seems paradoxical, since approximately 50% of Clq-deficient
individuals present with significant infections by encapsulated
bacteria, around 50% of those with C2 deficiency have invasive
infections, particularly by pneumococcus, and 76% of C4 defi-
cient patients suffer from recurrent respiratory infections, includ-
ing pneumonia and meningitis [1, 26-28]. Likewise, 80-95%,
25%, and 76% of individuals with deficiency of Clq, C2, and

Table 2 Reported patients with
MASP-2 deficiency due to

Reported MASP2 p.D120G homozygous individuals Year  Ref

homozygosity for the p.D120G

mutation Patients (source)

1. Adult Danish individual with several autoimmune manifestations, ulcerative colitis, and 2003 [6, 22]
frequent infections, including severe pneumococcal pneumonias

2. Pediatric Polish individual with recurrent pneumonias (from a study of 335 Polish children 2004 [11, 13]
with RRI)

3. Pediatric Danish individual with CF (from a group of 109 patients with CF) 2006 [14]

4. Adult Danish individual admitted to the Lung Clinics (n.a.) 2007 [15]

5. Adult Danish individual admitted to the Lung Clinics (n.a.) 2007 [15]

6. HCV" Italian adult individual with HC (from a study of 215 adult patients with HC) 2008 [17]

7. Pediatric Polish individual with RRI and skin abscesses (from a study of 331 children with 2009 [13]
allergy and/or RRI)

8. Adult Danish individual with colorectal cancer (from a study of 593 patients with colorectal cancer) 2011 [16]

9. Adult Polish individual with pulmonary TB (from a study of 440 TB patients) 2015 [13]

10. Adult Polish individual with pulmonary TB (from a study of 440 TB patients) 2015 [13]

11. Adult Norwegian individual with non-severe CAP (from a study of 257 adult CAP patients) 2018 [18]

RRI recurrent respiratory infection, CF cystic fibrosis, HC hepatocellular carcinoma, HCV hepatitis C virus, 7B
tuberculosis, CAP community-acquired pneumonia, n.a. not available
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Table 3 Reported healthy
individuals with MASP-2
deficiency due to homozygosity
for the p.D120G mutation

Reported MASP2 p.D120G homozygous individuals Year Ref

1. Adult British individual (from a study of 314 family-based trios with offspring affected with psoriasis) 2005 [19]

2. Adult Spanish individual (from a control group of 868 healthy adults in a study of adult CAP patients, 2006 9]
adult SLE patients, and children with RRI)

3. Adult Spanish individual (from a control group of 868 healthy adults in a study of adult CAP patients, 2006 9]
adult SLE patients, and children with RRI)

4. Adult Spanish individual (from a control group of 805 healthy adults in a study of adult CAP patients 2008 7]
and patients without relevant infectious diseases)

5. Adult Italian individual (from a control group of 162 healthy individuals for a study of adult patients 2008 [17]
with HC)

6. Adult Polish individual (from a study of 179 children with dental caries) 2014 [20]

7. Adult Polish individual (from a control group of 276 healthy individuals for a study of TB patients) 2015 [13]

8. Pre-term Polish newborn (from a control group of 273 healthy newborns for a study of children with 2016 [21]
sepsis and non-septic infected babies)

9. Pediatric Spanish individual (from a control group of children with no history of respiratory diseases) (current study)

CAP community-acquired pneumonia, SLE systemic lupus erythematosus, RR/ recurrent respiratory infection,
HC hepatocellular carcinoma, 7B tuberculosis

C4, respectively, are diagnosed with SLE, and another 18% of
C2-deficient patients suffer from undifferentiated connective tis-
sue disease or vasculitis [1, 26-28].

Several deficiencies of other components of the LP may shed
light on the role of MASP-2 deficiency and LP deficiencies in
general, in the susceptibility to infectious and autoimmune dis-
eases. MBL deficiency was originally included in the classifica-
tion of PID as a complement deficiency associated to pyogenic
infections, although its very low clinical penetrance was stated
[8]. More than 5% of individuals lack functional serum MBL,
mostly due to homozygosity or compound heterozygosity for
three common mutations in exon 1 of the MBL2 gene [3]. It
was even proposed that the high worldwide frequencies of
MBL-deficient alleles may be due to random drift, underscoring
the evolutionary neutrality of MBL2 [29]. These data also sug-
gested that MBL is largely redundant in human defenses [23,
29]. As further large studies were carried out, controversial data
about the role of MBL deficiency in predisposition to severe
infection, particularly to severe sepsis and to meningococcal
and pneumococcal infection, were reported [3, 7, 23, 30-37].
Overall, although a role as a modifying factor cannot be exclud-
ed, the results suggest that the deficiency is mostly asymptomatic
and, in 2011°s update of PID [38], it was no longer included.
Human and mouse CL-11, but not MBL, drive LP activation on
the surface of S. pneumoniae and other bacteria, and it increases
opsonophagocytosis [39-42]. Patients with autosomal recessive
CL-11 or CL-10 deficiency suffer from Malpuech-Michels-
Mingarelli-Carnevale (3MC) syndrome, characterized by cranio-
facial, genital, and often mental defects. However, CL-11- and
CL-10-deficient patients, who lack CL-11 or CL-10 secretion, do
not manifest a predisposition to infection, autoimmunity, or an-
other immunological phenotype [41, 43—46]. Mutations at the
MASPI gene were also identified in patients with 3MC syn-
drome [41, 43, 45, 47, 48]. The MASPI gene gives rise to three
alternative splice products, MASP-1, MASP-3, and Map-44,
which share the first eight exons. However the serine protease
domains of MASP-1 (exons 13—18) and MASP-3 (exon 12) are

coded by different exons (no serine protease domain is present in
Map-44) [3-5]. Most mutations in MASP! in patients with 3MC
syndrome lie in the exon 12, unique to MASP-3. However, in
nine patients, the mutations disrupt the three protein products
[45-48]. Nevertheless, no infectious or autoimmune phenotype
was documented in these patients despite the undetectable LP
activity due to the absence of MASP-1 [48, 49]. The first patient
with ficolin-3 deficiency was reported in 2009 when ficolin-3
levels were measured in a large series of patients with suspected
immunodeficiencies [S0]. The patient was an adult with recurrent
respiratory tract infections and cerebral abscesses. However, he
had underwent splenectomy at the age of 20 due to thrombocy-
topenia, and he had partial IgM deficiency and a low response to
pneumococcal polysaccharide vaccine. The deficiency was due
to a mutation that is estimated to occur in homozygosity in
1/10,000 individuals. Ficolin-3 deficiency was also considered
a PID associated to high susceptibility to recurrent pyogenic
infections and to abscesses [2, 25]. Five additional patients with
a rather heterogeneous range of clinical manifestations and a
healthy control were later found by chance in association studies
to have genetically proven ficolin-3 deficiency [51, 52]; a role as
a predisposing factor for SLE was recently suggested [52].
Nevertheless, the first reported patient [S0] was later diagnosed
with genetically proven Wiskott-Aldrich syndrome [3].

MASP-2 deficiency due to homozygosity for p.D120G is
estimated to occur approximately in 7 (as in the current study)
to 15 in every 10,000 individuals of European origin [14, 21].
This frequency would make MASP-2 deficiency the second
most common PID after IgA deficiency, provided that MBL
deficiency is not a PID. Nevertheless, MASP-2 deficiency, as
the MBL deficiency, seems to merely be a consequence of a
common polymorphism,

Our study has several limitations. In our group of CAP pa-
tients, most individuals suffered from one only episode of CAP,
and hence it does not represent a PID cohort. In addition, patients
with a diagnosed PID were excluded from our study, and genetic
or immunological studies aimed to the diagnosis of PID were not
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carried out to most, particularly adult, patients and controls. A
role of MASP-2 deficiency as a potential disease modifier in
individuals with additional inherited immune deficiencies or in
patients with underlying diseases impairing immune defense
mechanisms cannot be ruled out [3]. We cannot either rule out
that some of the MASP-2-deficient individuals, even healthy
controls, had not yet manifested the disease phenotype. In any
event, health status was evaluated in at least four healthy controls
aged 19 [20], 29 [13], 37 [9], and 39 [9] years. Remarkably, the
37-year-old healthy control female, a member of the hospital staff
[9], is currently 51 years old, and she remains healthy.
Conversely, an excess of LP activation might be also harmful
due to the possibility of an unbalanced proinflammatory response
and an additional host injury. Indeed, the LP, particularly MASP-
2, may behave as a double-edged sword and be even detrimental
in serious disease conditions such as myocardial infarction,
stroke, renal ischemia-reperfusion injury, and rheumatoid arthritis
[4, 5, 41, 53]. Interestingly, increased levels of MASP-2 may
contribute to poor disease outcome of pneumococcal meningitis
[54]. Due to the low frequency of the studied variant, our study
lacks statistical power to evaluate its association with outcome of
CAP or IPD [7].

Once a PID is suspected in a patient, a molecular,
confirmative diagnosis may help to make decisions about
management, prognosis, and prophylactic measures, as
well as to assist in genetic counseling. Cumulative evi-
dence suggests that MASP-2, and even other components
of the LP, are largely redundant in human defenses and
that individuals with MASP-2 deficiency do not seem to
be particularly prone to infectious or autoimmune dis-
eases. Studies with very large groups of individuals would
be required in order to firmly conclude whether MASP-2
deficiency could influence susceptibility to infection in
individuals with other primary or secondary defects in
components of the immune system.
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IX. Anexos. Resumen

Streptococcus pneumoniae es una bacteria encapsulada Gram positiva que
frecuentemente se encuentra formando parte de la microbiota de la nasofaringe de forma
transitoria y asintomatica, pero que puede migrar a tejidos y dérganos estériles y causar
enfermedades neumocdcicas invasivas (ENI) o no invasivas. S. pneumoniae ha desarrollado
diversos mecanismos para evadir la respuesta inmunoldgica, entre los que destacan las
diferencias antigénicas de los polisacaridos capsulares. Actualmente son muchas las evidencias
que sugieren un elevado componente hereditario del huésped en la susceptibilidad a las
infecciones y en la gravedad con la que cursa la infeccidn. Existen distintos tipos de herencia
implicados en la predisposicion a la infeccion que pueden clasificarse en monogénica (un solo
gen implicado), o poligénica (varios genes implicados). Las inmunodeficiencias primarias (IDP)
son un claro ejemplo de predisposicidon genética al desarrollo de enfermedades con un patrén
de herencia monogénico. En los ultimos afos se ha demostrado que la incidencia de las IDP es
sensiblemente mayor de lo que se sospechaba, y se ha visto que algunas IDP pueden
predisponer especialmente a neumococo. Por otro lado, demostrar que una enfermedad estd
asociada a una predisposicién poligénica es dificil, ya que, por un lado se requiere realizar
estudios de asociacidon (caso-control) con gran tamafio muestral, y por el otro la baja
penetrancia de cada gen y los efectos aditivos de estos pueden enmascarar los resultados. Los

estudios llevados a cabo para investigar las posibles predisposiciones poligénicas a

enfermedades se han llevado a cabo mediante el andlisis variaciones de un solo nucledtido
(SNV). El sistema del complemento es un mecanismo de defensa crucial en la defensa del
huésped contra los microorganismos. No obstante, una activacidon en exceso o en defecto
puede ser perjudicial para el huésped y provocar en él enfermedades autoinmunes o
inflamatorias crdnicas y aumentar la susceptibilidad a infecciones. Diversas SNVs en el sistema
de complemento se han asociado a enfermedades inflamatorias crdénicas. Sin embargo, solo
unas pocas variantes distintas de las clasificadas como IDP se han asociado con infecciones

bacterianas. Hoy en dia todavia existe controversia en cuanto al papel de la via de las lectinas

(MASP-2, MBL) en la predisposicién a infeccidn y autoinmunidad.

El primer objetivo abordado en esta Tesis Doctoral ha sido realizar un estudio de
asociacién genética para investigar el papel de variantes genéticas del sistema del
complemento en la susceptibilidad a neumonia adquirida en la comunidad (NAC), en concreto
a NAC neumocécica (NNAC) en adultos. El segundo objetivo ha consistido en la recogida de
datos clinicos y epidemioldgicos, asi como en la realizacién de estudios inmunolégicos a
pacientes pediatricos con ENI grave, incluso con un solo episodio, con la finalidad de analizar la

incidencia de factores de riesgo clasicos e IDP en esta poblacién. Con el fin de elucidar las
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consecuencias clinicas de la deficiencia de MASP-2, el tercer objetivo fue analizar la presencia
de la mutacién p.D120G en diferentes grupos de pacientes adultos y pediatricos, asi como en

individuos sanos y analizar el efecto causal de la deficiencia de MASP-2.

A partir de los resultados obtenidos, esta Tesis Doctoral confirma la hipdtesis
planteada: las variantes de baja actividad de complemento rs547154-T del gen C2, en
completo desequilibrio de ligamiento con la variante fBR32Q (rs641153-A) y rs2230199-C
(C3102r) del gen C3, que se han vinculado a un papel protector frente a enfermedades
inflamatorias mediadas por complemento, se asocian a un mayor riesgo de desarrollar NAC, en
particular NNAC. El sistema del complemento es por tanto un arma de doble filo: un sistema
poco activo favorece el riesgo de infeccion (NNAC), mientras que un sistema de complemento
activado predispone a enfermedades inflamatorias. Ademas, este trabajo ha permitido
demostrar que la presencia de una ENI grave en un nifo, debe hacernos evaluar la posibilidad
de una IDP, aunque el paciente no cumpla los criterios cldsicamente utilizados de sospecha de
IDP. Por ultimo, los resultados obtenidos sugieren que la deficiencia de MASP-2 no es por si

sola una IDP o, en cualquier caso, que su penetrancia clinica seria muy baja.

Palabras clave: enfermedades neumocécicas invasivas (ENI), inmunodeficiencias
primarias (IDP), neumonia adquirida en la comunidad (NAC), neumonia neumocdcica adquirida
en la comunidad (NNAC), variaciones de un solo nucleétido (SNV), herencia monogénica,

herencia poligénica.
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IX. Anexos: Summary

Streptococcus pneumoniae, Gram positive encapsulated bacteria, is a common
colonizer of the human nasopharynx. Although frequently asymptomatic, it can migrate to
sterile tissues and organs and cause non-invasive or invasive pneumococcal disease (IPD). S.
pneumoniae has evolved numerous mechanisms to evade the immune response, such as the
antigenic differences of capsular polysaccharides. Currently there are evidences that suggests
a high hereditary component of the host in the susceptibility to infections and in the severity
with which the infection occurs. There are different types of inheritance involved in the
predisposition to infection that can be classified as monogenic (a single gene involved), or
polygenic (several genes involved). Primary immunodeficiencies (IDP) are a clear example of
genetic predisposition to diseases with a monogenic inheritance pattern. In recent years, the
incidence of PIDs has been shown to be significantly higher than previously suspected, and it
has been found that some PIDs can especially predispose to pneumococcus. Demonstrating
that a disease is associated with a polygenic predisposition is difficult, since, on the one hand,
association studies (case-control) with large sample sizes are required, and on the other hand,
the low penetrance of each gene and their additive effects can mask the results. Studies
carried out to investigate possible polygenic predispositions to diseases have been carried out
by analyzing single nucleotide variations (SNV). The complement system is an important
mechanism against microorganisms in human immunity. However, over or under activation
can be detrimental to the host, causing autoimmune or chronic inflammatory diseases or
increasing the risk for infection. Several SNVs in the complement system have been associated
with chronic inflammatory diseases. However, only a few variants, other than those classified
as IDP, have been associated with bacterial infections. There is currently controversy over the

role of the lectin pathway (MASP-2, MBL) in the predisposition to infection and autoimmunity.

The first objective in this Doctoral Thesis has been to carry out a genetic association
study to investigate the role of genetic variants of the complement system in the susceptibility
to community-acquired pneumonia (CAP), specifically to pneumococcal CAP in adults. The
second objective in the present work has been the collection of clinical and epidemiological
data, as well as the performance of immunological studies, in pediatric patients with severe
IPD, even with only one episode, in order to analyze the incidence of classical risk factors and
IDP in this population. In order to elucidate the clinical consequences of MASP-2 deficiency,
the third objective has been to analyze the presence of the p.D120G mutation in different
groups of adult and pediatric patients, as well as in healthy individuals, and to analyze the

causal effect of IDP produced by MASP-2 deficiency.
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This Doctoral Thesis confirms the hypothesis: the variants of low complement activity
rs547154-T of the C2 gene, in complete linkage disequilibrium with the variant fBR32Q
(rs641153-A), and rs2230199-C (C3,0,:) of the C3 gene, which have been associated with a
protective role against complement-mediated inflammatory diseases, are in turn associated
with a higher risk for CAP, particularly NNAC. The complement system is therefore a double-
edged sword: an inactive system favors the risk for infection (PCAP), while an activated
complement system predisposes to inflammatory diseases. In addition, this work has shown
that the presence of a severe IPD in children should make us evaluate the possibility of an IDP
even if the patient does not meet the classically used criteria for suspected of IDP. Finally, the
results obtained suggest that MASP-2 deficiency is not in itself an IDP or that its clinical

penetrance is very low.

Keywords: invasive pneumococcal diseases (IPD), primary immunodeficiencies (IDP),
community acquired pneumonia (CAP), pneumococcal community acquired pneumonia

(PCAP), single nucleotide variants (SNV), monogenic inheritance, polygenic inheritance.
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