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1. NEUMONIA ADQUIRIDA EN LA COMUNIDAD

La neumonia es una inflamacion del parénquima pulmonar debida a un
agente infeccioso. 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 pronostico diversos. Cuando afecta a la poblacion 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 infeccion por agentes patdégenos

resistentes a los antimicrobianos (tabla 1.1).

Hospitalizacién en los tltimos tres meses durante 48 horas o mas.
Hospitalizacién actual de mas de cuatro dias.

Dialisis cronica.

Residencia en asilos o centros asistenciales de cuidados minimos.

Tratamiento intravenoso domiciliario en los ultimos 30 dias.

Atencién domiciliaria por heridas u otros cuidados especializados de enfermeria.
Convivencia con personas infectadas por patdégenos multirresistentes.

Alta prevalencia de resistencia antimicrobiana en la comunidad o en la unidad
asistencial.

Terapia antimicrobiana en los tltimos tres meses.

Tratamiento o enfermedad inmunosupresora.

Tabla 1.1. Factores de riesgo asociados a infeccién por patégenos multirresistentes.

1.1 Importancia del problema
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La NAC es una enfermedad respiratoria de gran relevancia por su alta
prevalencia en la poblacién general, por su variabilidad clinica y por su desigual
gravedad. A pesar de los logros alcanzados en la prevencion y en el diagndstico de
la NAC, del desarrollo y amplio uso de antibioticos y de los avances en el manejo de
los cuidados intensivos, la NAC sigue siendo una causa importante de morbilidad,

mortalidad y carga econémica en todo el mundo.

La tasa de mortalidad en pacientes con NAC se redujo drasticamente por la
introduccion de los antibioticos en la década de 1950 aunque, desde entonces, ésta
se ha mantenido relativamente estable. Es la principal causa de fallecimiento por
enfermedad infecciosa en todo el mundo y la sexta causa de muerte en los paises
occidentales (2). La NAC no sdlo tiene impacto en la mortalidad a corto plazo, sino
que un ano después del diagnostico puede alcanzar una tasa del 40% en los
pacientes que fueron hospitalizados por ese motivo (3). En los Estados Unidos de
América, la mortalidad por neumonia y gripe como proceso combinado representd

la octava causa de muerte en 2011 (4).

El conocimiento de los factores prondsticos asociados a la NAC es un
aspecto de gran relevancia, tanto en el manejo clinico individual como en el
desarrollo de estrategias de salud publica e investigacion. Desde el punto de vista
de la gestion de recursos, los estudios epidemiologicos ayudan a comprender la
dimension del problema y a modificar actitudes que permitan hacer mas eficientes

los servicios sanitarios. Valorar la dimensién de un problema de salud supone
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analizar su incidencia, sus consecuencias y los recursos que emplea. Conocer, por
tanto, los elevados costes que conlleva la NAC en términos de gasto sanitario,
morbilidad y mortalidad, permite comprender que las medidas que se adopten
para mejorar los recursos sanitarios destinados a su atencion tendran un enorme

impacto.

1.2 Incidencia de la neumonia adquirida en la comunidad

Los estudios poblacionales prospectivos sitian la incidencia anual de NAC
entre el 5 y el 11% de la poblacion adulta (5,6); sin embargo, la verdadera
incidencia de la enfermedad es dificil de precisar dado que la mayoria de los datos
epidemioldgicos proceden de pacientes hospitalizados (7). Al no tratarse de una
enfermedad de declaracion obligatoria, los estudios poblacionales son insuficientes
y la informaciéon disponible sobre pacientes ambulatorios es limitada. En la
mayoria de los casos, sin embargo, se trata de un proceso benigno estimandose que
entre el 50% y 80% de todas las NAC en Espafia son manejadas en régimen
ambulatorio (8). Datos recientes de nuestro pais, todavia no publicados, apuntan

tasas de hospitalizacion por NAC cercanas al 90%.

En Europa, y en funcion del area geografica analizada, se estima que la
incidencia anual de NAC puede oscilar entre 1,7 y 11,6 casos por 1.000 habitantes,

con mayor relevancia en varones y en los grupos de edad correspondientes a
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ambos extremos de la vida (6,9-11). Diversos estudios situan la incidencia de la
NAC en el Reino Unido entre 1y 4,7 casos por 1.000 habitantes (12); en Alemania
entre 3,7 y 10 casos por 1.000 habitantes (13), y en Finlandia en 11,6 casos por

1.000 habitantes y afio (14).

En Espafia, la incidencia anual de NAC varia entre 1,6 y 9 casos por 1.000
habitantes (7,15). Un reciente estudio de base poblacional realizado en el ambito
de la Atencion Primaria analiz6 una cohorte retrospectiva (2003-2007) de sujetos
con edades comprendidas entre 20 a 79 afios. Los autores encontraron una tasa de
incidencia anual de 2,7 casos por 1.000 personas y corroboraron una mayor

frecuencia entre nifios y ancianos, en varones y en los meses frios del invierno y

del otofio (15).

1.3. Hospitalizaciones por la neumonia adquirida en la comunidad

La proporcion de hospitalizaciones por NAC es muy diferente entre los paises
europeos y oscilan entre el 20 y 50%. Se estima que en la Unién Europea hay cerca

de un millon de hospitalizaciones al afio por este motivo (9).

En el afio 2005 se registraron 1,3 millones de hospitalizaciones por NAC en
los Estados Unidos, lo que representaba alrededor de un tercio de todos los casos

de la NAC de aquel pais. Aproximadamente el 60% de los pacientes hospitalizados
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eran mayores de 65 afios (3).

En Espafia, segiin datos del afio 2011 del Ministerio de Sanidad, Servicios
Sociales e Igualdad (MSSSI), se registr6 una tasa media de hospitalizaciones por
NAC de 2,14 por 1.000 habitantes. Por comunidades auténomas, Canarias y
Andalucia fueron las regiones con menores tasas (1,08 y 1,44 respectivamente) de
hospitalizacion, mientras que entre las mayores se encontraron Asturias y Castilla-

Leodn (3,0 y 2,65 respectivamente) (16).

Las tasas de hospitalizacién, aunque son mas accesibles que las tasas de
incidencia, estan influenciadas por factores poblacionales, -dificil acceso a los
hospitales por dispersion de la poblacién, por ejemplo-, o por particularidades
locales en la organizacion de los servicios de salud (17,18), entre los que se
podrian citar el mayor o menor habito de remitir pacientes a hospitales desde
Atencién Primaria, entre otros (15). Aunque estas diferencias podrian influir en la
disparidad de las tasas de hospitalizacion, las razones fundamentales para su
tratamiento hospitalario son la gravedad de la NAC, la descompensacidon de
enfermedades subyacentes y los problemas sociales (8). El nimero de ingresos
también aumenta con la edad (1,29 por 1.000 en pacientes de 18 a 39 afios frente

al 13,21 por 1.000 en aquellos de 55 afios o mas) (17).

Entre el 10 y el 22% de las NAC hospitalizadas precisan ingreso en una
Unidad de Medicina Intensiva (UMI) (11,17,19). En esta categoria, la tasa de
complicaciones, estancia hospitalaria y mortalidad son elevadas, oscilando esta

ultima entre el 21y el 58%, segun distintas series (19-22).
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1.4. Mortalidad por la neumonia adquirida en la comunidad

La NAC es la causa mas comun de mortalidad y de discapacidad ajustada por
afios de vida entre todas las enfermedades respiratorias [mas comun que la
enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC)] y, entre las enfermedades
infecciosas, es mayor que la infeccidn por el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH) (18,23). La neumonia es todavia la principal causa de muerte en nifios
menores de cinco afios en el mundo, con mas de dos millones de fallecimientos al

afio (mas que el VIH/SIDA, sarampidén y malaria juntos).

En Espafia, considerando los datos recogidos en los certificados médicos o
los boletines estadisticos de defuncién y proporcionados anualmente por el
Instituto Nacional de Estadistica (INE), el diagnostico agrupado de neumonia y
gripe fue la octava causa de muerte en el afio 2012. En ese mismo afio se
produjeron en nuestro pais un total de 9.454 fallecimientos por neumonia, con una
tasa bruta de mortalidad de 20,5 muertes por 100.000 habitantes (tasa de
mortalidad ajustada por edad 9,6 por 100.000 habitantes y una razon entre la tasa
de mortalidad en hombres y en mujeres (probabilidad de morir ligada al sexo) de

1,81 (24).

En la Comunidad Canaria, datos oficiales del MSSSI del afio 2011 muestran

unas tasas crudas y ajustadas de mortalidad por neumonia y gripe (CIE-10: J10-18)
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de 12,5 y 9,3 muertes por 100.000 habitantes, respectivamente. Canarias, junto al
Pais Vasco (14/100.000), es la comunidad autébnoma con menores tasas brutas de
mortalidad, mientras que las mayores corresponden a Extremadura (32/100.000)
y Cantabria (29/100.000). Es interesante sefialar que no hay correlacion entre el

gasto sanitario autonoémico per cdpita y la morbi-mortalidad por neumonia

(16,25).

La edad es un factor ligado a una mayor mortalidad (26-29), a una estancia
hospitalaria mas prolongada y a un mayor tiempo de recuperacién tras sufrir una
NAC (30). En algunos estudios, se ha demostrado que la edad es un factor
pronostico independiente de mortalidad en la NAC grave (21,31). En Espafia, segiin
datos de 2010, en los pacientes mayores de 65 afios, la neumonia y la gripe fueron
la quinta causa de mortalidad en los hospitales del Sistema Nacional de Salud, con
11,5 fallecimientos por cada 100 ingresos, y una probabilidad de fallecer ligada a la
edad 4,45 veces mayor respecto a los menores de 65 afos (32). Sin embargo, otros

estudios no confirman esta asociacion entre la edad y el prondstico (33).



UNIVERSIDAD DE LAS PALMAS
DE GRAN CANARIA Introduccién

1.5 Neumonia adquirida en la comunidad grave.

1.5.1 Definicion

No se dispone de una definicion consensuada sobre cuando considerar que
una NAC es grave. En general comprende dos subgrupos de pacientes: a) aquellos
con NAC y shock séptico que requieren vasopresores, o con insuficiencia
respiratoria aguda que precisan ventilacion mecanica; y b) los que requieren
cuidados de soporte o de enfermeria especiales por el riesgo de complicaciones. La
mayoria de estos enfermos ingresan en una UMI o en unidades de alta

dependencia.

La revision en un documento de consenso de IDSA/ATS (Infectious Diseases
Society of America/American Thoracic Society) es suficientemente explicita sobre
qué criterios mayores definen una NAC grave o el ingreso en una UMI. Los criterios
menores son menos categoricos y, de un total de nueve, la presencia de tres o mas
se considera suficiente justificaciéon para decidir su ingreso en una UMI o en
unidades de alto nivel de monitorizacion (34) (tabla 1.2). Sin embargo, el ingreso
en una UMI no parece reducir la mortalidad en aquellos enfermos que presenten

cualquier combinacion de criterios IDSA/ATS de gravedad menor (35).

10
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Criterios Mayores

Necesidad de ventilacion mecanica invasiva

Shock séptico que precise vasopresores

Criterios Menores

Frecuencia respiratoria 2 30/min <36°C

PaO,/FiO, < 250

Afectacion radiolégica multilobar

Confusion / desorientacion

Uremia (BUN 2 20 mg/dl)

Leucopenia (recuento leucocitario <4.000 cél/mm?3)
Trombocitopenia (recuento plaquetario (<100.000 cél/mm?3)
Hipotermia (temperatura central <36°C)

Hipotension que precise resucitacién agresiva con fluidos

Tabla 1.2. Criterios ATS/IDSA de neumonia adquirida en la comunidad grave .

La NAC grave tampoco es una entidad homogénea ya que, ain con unos
criterios aparentemente bien establecidos, incluye algunos aspectos que complican
su definicidn: a) existe un grupo de pacientes que, procedentes de un ambiente
extrahospitalario, presentan enfermedades de base que condicionan
inmunodepresién grave y pueden verse afectos por neumonias causadas por
patégenos oportunistas (tabla 1.1); b) el patrén etiolégico de la neumonia que
afecta al anciano residente en instituciones de larga estancia tiende a parecerse al
de la neumonia nosocomial (tabla 1.1); c) existen ciertas infecciones pulmonares
que, aunque se generan en la comunidad, no se consideran como NAC grave como

es el caso de la tuberculosis.

11
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Una serie de caracteristicas, basadas en estudios epidemioldgicos sobre la
NAC, permiten identificar al enfermo con riesgo elevado de mortalidad segin
factores relacionados con el estado basal del paciente (edad y comorbilidades) y
factores presentes en el momento del ingreso (parametros clinicos, radioldgicos y
de laboratorio). No hay ningin factor de riesgo lo suficientemente preciso para

predecir una evolucion desfavorable (tabla 1.3).

Factores subyacentes
Edad > 65 afios

Enfermedades preexistentes ?

Encamamiento crénico

Trastornos deglutorios-Aspiracion

Alcoholismo

Malnutricion

Inmunodepresion®

Hospitalizacién en el afio previo

Esplenectomia

Tratamiento antimicrobiano inapropiado previo al ingreso o retraso en su administracion
Factores basales (evaluacion inicial)

Temperatura > 38,3°C

Taquipnea (=30/min)

Hipotension sistolica (<90 mmHg) o diastdlica (<60 mmHg)

Confusion mental

Afectacién extrapulmonar®

APACHE |l score > 22

SAPS > 12-13

Leucopenia (< 4 x 10%/L), Linfopenia o leucocitosis (>30 x 10%/L)

Trombocitopenia (S1O5 /mm3), trombocitosis (= 4 x 10°/mm?®

12
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Creatinina > 1,2 mg/dL o BUN > 20 mg/dL
Lacticodeshidrogenasa (=260 U/L)
Albumina sérica disminuida
Hematocrito <30% o hemoglobina <9 g/dL
PaO; <60 mmHg o Sa02 <90% respirando aire ambiente.
Afectacion radiologica multilobar, cavitacion o derrame pleural
Etiologia®
Bacteriemia
Factores evolutivos
Necesidad de ventilacion mecanica
Desarrollo de shock séptico
Insuficiencia renal aguda
Tratamiento antibiético empirico inicial inapropiado

Rapida diseminacion radiolégica de la neumonia

Tabla 1.3. Factores de riesgo de aparicion de complicaciones y/o muerte en la Neumonia
Adquirida en la Comunidad (NAC). 2 EPOC, Insuficiencia Cardiaca, Insuficiencia Renal Croénica,
Hepatopatia, Diabetes Mellitus. P Tratamiento esteroideo sistémico reciente o citostaticos. ¢
Artritis séptica, meningitis, etc.d S pneumoniae; S aureus; bacterias entericas Gram-negative; P
aeruginosa, Legionella spp.

Por otra parte, el juicio clinico del médico que atiende al paciente con NAC,
aun siendo de gran relevancia, ha demostrado que frecuentemente subestima la
gravedad de la enfermedad (36). Por ello se han desarrollado diferentes sistemas
de puntuacién para ayudar al clinico a identificar a los pacientes en riesgo de mal

pronoéstico en una etapa precoz.

13



/3

UNIVERSIDAD DE LAS PALMAS
DE GRAN CANARIA Introduccién

1.5.2 Modelos predictivos de riesgo.

Los modelos predictivos mas estudiados son el indice de gravedad de la

neumonia (PSI) y el sistema de puntuacion CURB-65.

El PSI es una regla de prediccidon integral, desarrollada para estimar el
riesgo de mortalidad dentro de los 30 dias de ingreso (37). Sobre la base de 20
variables ponderadas (tabla 1.4), los pacientes se clasifican en cinco clases de
riesgo. En las clases I-11I se espera que la tasa de mortalidad a ser inferior a 1%, en

la clase IV casi 10% y en la clase V se aproxime al 30%.

Como alternativa al PSI, y a partir del modelo predictivo mBTS (36), surge la
puntuacion CURB-65 que también define el riesgo de mortalidad a 30 dias (38).
Esta escala pronostica es el acrénimo de Confusion, Urea > 44 mg/dL, Respiratory
rate 230 rpm, Blood pressure (presion arterial sistdlica < 90 mmHg o presion
arterial diastélica < 60 mmHg) y edad 265 afios (tabla 1.5). Con estas variables
facilmente accesibles, se estratifica a los pacientes en tres grupos o clases de
riesgo: riesgo bajo, 0-1 puntos (mortalidad 1,5%); riesgo intermedio, 2 puntos
(mortalidad 9,2%); y riesgo alto, con 3-5 puntos (mortalidad 22%). La
hospitalizacion se recomienda cuando la puntuacion sea mayor de uno,
especialmente si hay asociados otros criterios de gravedad como la hipoxemia o la

afectacion radiologica multilobar (7).
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Variables Puntuacion

Factores demograficos

Edad hombres Edad en afos
Edad mujeres edad en afios -10
Vivir en residencia 10

Comorbilidades

Neoplasias 30
Hepatopatia 20
Insuficiencia cardiaca 10
ACV 10
Insuficiencia renal 10

Exploracion fisica

Confusién 20
FR 2 30/min 20
TAS < 90 mmHg 20
T2 <35° 6 240°C 15
FC 2 125/min 10

Laboratorio y hallazgos radiolégicos

pH <7,35 30
BUN >30 mg/dI 20
Na* <130 mmol/L 20
Glucemia >250 mg/d| 10
Hto <30% 10
Pa0, < 60 mmHg 6 Sp02 <90% 10
Derrame pleural 10

Tabla 1.4. Puntuacién del PSI. (Pneumonia Severity Index)

También se ha evaluado una versidn simplificada de CURB-65 donde so6lo se

incluyen los parametros clinicos (CRB-65) (38,39). Es de gran utilidad en Atencion
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Primaria dada la dificultad de disponer de variables analiticas inmediatas en este

medio.

Confusién 1
FR 2 30/min 1
TAS <90 mmHg 6 TAD <60 mmHg 1
Edad 2 65 afos 1

Tabla 1.5. Puntuacién CURB-65.

Estos sistemas de puntuacion (PSI, CURB-65), ain estando ampliamente
validados (34,39,40), muestran limitaciones pronosticas. El PSI es una escala de
riesgo de mortalidad y no de gravedad de la neumonia. Debido al valor ponderado
asignado a la edad, al género y a las comorbilidades, el PSI puede infravalorar la
gravedad de la NAC en pacientes jovenes, de sexo femenino y sin enfermedades
subyacentes; a su vez, puede sobreestimar la gravedad en ancianos o en pacientes
con comorbilidades. Por otra parte, el CURB-65, aun con la ventaja de su mayor
simplicidad de calculo, probablemente tiene una menor capacidad para identificar
los pacientes de bajo riesgo que pudieran ser tratados a nivel ambulatorio (41), ya
que ignora el impacto de las comorbilidades en el prondstico y de variables clinicas
importantes (por ejemplo, SpO2) en la gravedad de la NAC. Ademas, el poder
discriminatorio del CURB-65 es limitado en poblacidn senescente por los puntos de
corte de la presion arterial diastélica (< 60 mmHg) y del nitrégeno ureico (> 20

mg/dL), anomalias frecuentemente presentes en pacientes ancianos (42).
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Finalmente, al igual que los criterios menores de ATS/IDSA, diversos estudios
han demostrado que el indice de Fine (PSI) y el CURB-65 no constituyen la
herramienta ideal para predecir el ingreso en UMI (43,44). Estas reglas de
prediccidn parecen valorar aceptablemente la gravedad de los pacientes con NAC
en el momento del diagndstico, aunque la practica clinica pone de manifiesto que
algunos pacientes categorizados como de riesgo bajo-moderado se deterioran

rapidamente y acaban desarrollando una NAC grave.

La morbimortalidad de una infeccién viene determinada por el resultado de
una compleja interaccion, no evaluada por las escalas prondsticas, entre elementos
del microorganismo (virulencia, carga bacteriana, serotipo, infecciones previas o
acompafiantes...), la intervencion terapéutica (cobertura, posologia, dosificacion,
precocidad, combinacidn, via de administracion...) y, muy especialmente, factores
ligados al huésped (edad, comorbilidades, inmunodepresion...). No obstante, en la
practica clinica seguimos observando muertes por neumonia en sujetos sin
factores de riesgo ni enfermedades subyacentes, a pesar de recibir un tratamiento
antimicrobiano adecuado (45); también comprobamos que mas de la mitad de los
fallecimientos por neumonia neumococica bacteriémica se producen en pacientes
de menos de 65 afios; y que la infeccion por una cepa idéntica de Streptococcus
pneumoniae puede causar shock séptico, un sindrome de distrés respiratorio
agudo (SDRA) y muerte en un determinado paciente, o una infecciéon banal y
autolimitada en otro (46). La tuberculosis también nos ofrece un ejemplo
paradigmatico en este sentido. Una proporcion significativa (10-20%) de sujetos
con exposicion intensa y mantenida al bacilo tuberculoso no se infectara; alrededor
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del 5% de los sujetos infectados desarrollara una tuberculosis clinica en el
transcurso de los dos afios siguientes a la infeccion; la mayoria de los sujetos (90-
95%) con infecciébn tuberculosa latente nunca sufriran una enfermedad
tuberculosa y el resto (5-10%) desarrollaran una tuberculosis clinica a lo largo de
su vida, habitualmente por reactivacion de la infeccién original. En definitiva, lo
que conocemos en la actualidad de la fisiopatologia de las infecciones respiratorias
explica muchas de las manifestaciones clinicas especificas que observamos en la
practica, pero no aclara suficientemente por qué so6lo algunos pacientes sufren este

tipo de evolucion, o ciertas manifestaciones y complicaciones.
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2. PREDISPOSICION GENETICA A LA INFECCION

Durante mas de 15.000 afios, el periodo que va desde el Paleolitico superior a
la Revolucidon Industrial, la esperanza de vida del ser humano se mantuvo en torno
a los 25 anos. A finales del siglo XIX, apenas el 35% de la poblacion europea
alcanzaba los 40 afos. En esa época, el 60% de los fallecimientos eran
consecuencia de una infeccion, una proporciéon que en siglos anteriores era atin
mayor. Desde una perspectiva historica, el aumento de la esperanza de vida que se

observa en los paises mas desarrollados es un fendmeno nuevo (47).

Es evidente que este incremento de la esperanza de vida media observado a
lo largo del siglo pasado, no traduce una repentina seleccion natural de genes
codificantes de un sistema inmune de alta calidad en los paises ricos (46). Si
aceptamos que un paciente que fallece por una infeccion tiene unas defensas
defectuosas frente a esa infeccion, también tenemos que admitir que esta
‘inmunodeficiencia’ persiste en el ser humano desde tiempo inmemorial y que lo
que se ha conseguido en el ultimo siglo es simplemente enmascararla gracias al
progreso médico. Hasta los avances recientes en el campo de la higiene, de las
vacunas y de los antimicrobianos, no era raro que una cierta proporcion de los
hijos en una familia murieran por una enfermedad infecciosa, a pesar de la mas que
probable exposicion de los supervivientes a los mismos microorganismos que

mataron a sus hermanos.
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Actualmente son muchos los datos que sugieren que la susceptibilidad a las
infecciones tiene un elevado componente hereditario. Las primeras evidencias que
apoyaron la hipotesis de que la variabilidad clinica y la inmunodeficiencia eran
hereditarias proceden de observaciones de agregacion familiar o étnica de
infecciones, tanto raras como comunes, que seguian un patréon de herencia
mendeliano (monogénico) (48). Estudios epidemiolégicos de nifios adoptados
también apoyan la tesis de la heredabilidad de la predisposicién a sufrir
infecciones. Sorensen et al. (49) publicaron un estudio sobre las causas de muerte
prematura en 1.000 familias con nifios adoptados a edad temprana. Estos
investigadores comprobaron que, si los padres bioldgicos de estos nifios habian
fallecido por una infeccion antes de los 50 afios de edad, su hijo tenia un riesgo
relativo de morir por infeccion de 5,81; por el contrario, el fallecimiento de los
padres adoptivos por una infecciéon no conferia un mayor riesgo al hijo adoptado
de fallecer por esta causa. También observaron que un padre bioldgico fallecido
por una neoplasia no implicaba para el hijo un mayor riesgo de morir por este
motivo, mientras que si el padre adoptivo moria por cancer el hijo tenia un riesgo
5,16 veces mayor de morir también por una neoplasia. Por tanto, la susceptibilidad
y la respuesta a la infeccion parecen tener una influencia genética
sorprendentemente importante, mientras que el desarrollo de cancer tiene una

acentuada influencia ambiental.

Existen multiples formas de predisposicion genética a la infeccién en
humanos. Segun su patron de herencia esta predisposicion se puede clasificar en

mendeliana y poligénica. Cada vez se describen mas trastornos congénitos de la
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inmunidad innata, conocidos como inmunodeficiencias primarias (IDP)
convencionales, que se asocian a multiples infecciones; también encontramos
enfermedades infecciosas comunes, cuya base genética implica, probablemente, la
alteracion de muchos genes (46,48). En todo caso, esta distincion entre
predisposicion mendeliana en individuos con infecciones raras (un gen, infecciones
multiples), y predisposicion compleja o poligénica en poblaciones con infecciones
habituales (una infeccidén, multiples genes), es cada vez menos nitida. Se reconocen
con mas frecuencia IDP no convencionales, mas raras, que confieren una
predisposicion a infecciones singulares (un gen, una infeccién) (50). También se ha
descrito la resistencia mendeliana a patdgenos virulentos (lo que implica
susceptibilidad en el resto de la poblacion). Finalmente, la denominada
susceptibilidad  poligénica, todavia por demostrar, puede reflejar

fundamentalmente el impacto de un gen predominante (major gene) .

2.1. Inmunodeficiencias Primarias Convencionales.

La evidencia mas clara de la predisposicion genética al desarrollo de
infecciones procede de las IDP convencionales, descritas por primera vez a finales
de los afios 40 y principios de los 50 del siglo pasado, tras el descubrimiento de los
antimicrobianos (51). Aunque la mayoria de los nifios se curaban con estos nuevos
farmacos, pronto queddé claro que una minoria sufria maultiples infecciones

recurrentes, un hallazgo que, obviamente, habria sido dificil de documentar antes
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de disponer de los antibiéticos. Desde entonces se han descrito clinicamente mas
de 200 IDP convencionales y se ha dilucidado la base genética de mas de 150 de
ellas. Estas enfermedades son raras, -la mayoria con prevalencias inferiores a un
caso por cada 50.000 nacimientos-, y tienen un patron de herencia mendeliano
recesivo que afecta directamente a los leucocitos y un fenotipo inmunolégico
identificable en el laboratorio. Los nifios que sufren estas enfermedades se
presentan clinicamente con infecciones graves, multiples y recurrentes, debidas a

microorganismos oportunistas o a patégenos mas virulentos (46).

2.2. Predisposicion Mendeliana a infecciones unicas.

Cada vez es mas incuestionable que no todas las IDP predisponen a multiples
infecciones (fenotipos) en un mismo individuo. Hoy sabemos que un creciente
numero de trastornos genéticos confieren una predisposicion mendeliana a un
unico tipo de infeccion (52). Estas IDP no convencionales pueden ser recesivas o
dominantes y pueden afectar o no a células hematopoyéticas. Al contrario que las
IDP convencionales, no suele detectarse en el laboratorio ninguna alteracion
inmunolégica antes de que se identifique la alteracion genética. Probablemente, el
sindrome mas meticulosamente descrito de este grupo de enfermedades es la
susceptibilidad mendeliana a enfermedades producidas por micobacterias (53),

que se define como una vulnerabilidad selectiva a micobacterias poco virulentas,
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tales como la BCG y las micobacterias ambientales. Los pacientes con este
sindrome también sufren salmonelosis no tifoideas extraintestinales. Desde su
descripcion se han identificado mas de 17 defectos genéticos implicados en este
sindrome, que afectan a nueve genes relacionados fisioldgicamente con una
inmunodeficiencia de IFN-y (54). Algunos pacientes, especialmente aquellos con
defectos en IFN-yR1 e [L-12p40, no sélo sufren infecciones por micobacterias poco
virulentas sino también por Mycobacterium tuberculosis, lo que suscita la idea de
una predisposicion mendeliana a sufrir enfermedades infecciosas comunes por

sujetos, por otra parte, sanos.

La observacion de una marcada predisposicion a sufrir enfermedades
neumococicas invasivas ha llevado a la identificacion de sujetos con deficiencia de
una kinasa asociada al receptor de IL-1 (IRAK-4) y de MyD88 (55,56) (figura 1).
Los pacientes con estas IDP presentan una alta susceptibilidad a la infeccion
diseminada por S. pneumoniae, Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa.
Raramente presentan infecciones por otras bacterias y nunca se han observado
infecciones relevantes por hongos, virus o parasitos. El mecanismo concreto por el
que estas IDP predisponen a la infeccion por bacterias capsuladas no se conoce con
exactitud. Una caracteristica clinicamente relevante es que los pacientes con
deficiencia de IRAK-4 y de MyD88 presentan una respuesta inflamatoria (clinica y
bioldgica) baja y retardada, incluso en el curso de infecciones diseminadas graves,
por lo que a menudo el diagndstico de la infeccidn se retrasa (57). Lo curioso de

estos dos ejemplos es que la situacidn clinica de los sujetos afectados mejora con la
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edad, lo que contrasta con lo que sucede en la mayoria de las IDP convencionales,

cuya situacion clinica empeora con el tiempo.

2.3. Predisposicion multigénica a la infeccidn.

El concepto de gen principal (major gene/locus), en contraposicion al efecto
mendeliano, hace referencia a una menor penetrancia (la frecuencia con que el
genotipo provoca una enfermedad es altamente variable lo que da lugar a un
significativo solapamiento de distribuciones genotipicas y ausencia de
correspondencia 1:1 entre genotipo y fenotipo) debido a una mayor influencia en
el individuo tanto de otros genes como de factores ambientales. Este concepto fue
acufiado por primera vez en el contexto de estudios de segregacion complejos, que
es un método estadistico basado en un modelo de herencia en el que un fenotipo
dado puede ser el resultado de los efectos conjuntos de un locus principal, un
componente poligénico y de factores ambientales (48). Desde los afios 70, se han
identificado varios genes principales en diversos fenotipos infecciosos, como la
lepra, la malaria, leishmaniasis, esquitosomiasis y algunas infecciones viricas (58).
Mas recientemente se ha identificado un gen principal, el gen TOX (que codifica un
factor nuclear implicado en el desarrollo de linfocitos T CD4+, clave en la
inmunidad frente a las micobacterias), que confiere una predisposicién a la

tuberculosis pulmonar precoz (59).
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Es habitual distinguir dos patrones de herencia multigénica -oligogénica y
poligénica- segiin el numero e impacto relativo de los genes que influyen en la
enfermedad. La oligenicidad supone que el fenotipo depende de un numero
reducido de genes principales y de otros factores genéticos con contribuciones
menores. Por el contrario, la poligenicidad supone que los rasgos fenotipicos de un
individuo estan determinados por muchos genes que colaboran en diferentes loci
para generar una susceptibilidad a los factores ambientales desencadenantes. En
este caso no hay un factor genético unico responsable de la enfermedad, sino que
son numerosos genes, con efectos menos marcados o mas sometidos a los efectos
ambientales, los que determinan las manifestaciones de la misma. Cada gen ejerce
un pequeino efecto aditivo y los efectos de todos los genes son acumulativos, es
decir, ningin gen es dominante o recesivo sobre los demas. Cada factor de riesgo
genético probablemente explica s6lo un componente del riesgo global, una
manifestacion especifica o una fraccion de la poblacidén total. En cualquier caso, a
nivel poblacional puede emularse una verdadera herencia poligénica por la
presencia de numerosos rasgos mendelianos o de genes principales, cada uno de
los cuales afecta a un reducido numero de sujetos o grupos especificos de

individuos.

La identificacion de una verdadera predisposicion poligénica requiere
analizar un gran numero de sujetos, tanto por el pequenio efecto esperado para
cada gen, como por la naturaleza aditiva de estos efectos. En los ultimos afios se ha
llevado a cabo un considerable esfuerzo en la identificacion de los polimorfismos
genéticos, principalmente polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs), implicados
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en diferentes enfermedades. Los resultados obtenidos en la mayoria de los casos
no han sido concluyentes, lo que se explica, entre otras razones, por el insuficiente
tamafio muestral, la falta de homogeneidad del fenotipo clinico, las diferencias
étnicas de la poblacion estudiada, la eleccion inadecuada del grupo control y la
ausencia de correccion para multiples comparaciones. Ademas, el analisis
individual de SNPs no tiene en cuenta otros polimorfismos en el mismo gen, o en
genes vecinos, con los que podria encontrarse en desequilibrio de ligamiento (DL),
y que tienden a heredarse ligados en un haplotipo (60,61). Los nuevos estudios
genomicos (GWAS, genome-wide association studies), capaces de analizar millones
de SNPs en miles de individuuos, tal vez puedan contribuir a descifrar la

arquitectura multigénica de las enfermedades infecciosas mas complejas (46).

2.4. Genes involucrados en la susceptibilidad y gravedad de la

neumonia.

La inmunidad innata, la primera linea de defensa frente a la infeccidn,
engloba los componentes del sistema inmune que presentan mecanismos para el
reconocimiento de estructuras comunes, no especificas, presentes en muchos
microorganismos. Las células de la inmunidad innata poseen una amplia variedad
de receptores, codificados genéticamente, necesarios para el reconocimiento
semiespecifico de los patégenos. Algunos de estos receptores tienen por finalidad

el reconocimiento de microorganismos recubiertos de opsoninas. Entre estos
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receptores cabe destacar los receptores de la porcion Fc de la inmunoglobulina (Ig)
G (receptores Fcy, FcyR), los receptores de factores de complemento y los

receptores de colectinas (proteinas surfactantes y lectina de uniéon a manosa)

(tabla 2.1) (46).

RECEPTORES DE OPSONINAS

Ligandos Funcién
FcyR (1, lla, llla, 1lib) Inmunoglobulina G, PCR Fagocitosis
CR (CR1, CR2, CR3) C3b, C3bi, C4b... Fagocitosis
Calreticulina/CD91 SP-A, SP-D, MBL Fagocitosis
SR (SR-A, CD36, MARCO) Multiples ligandos Fagocitosis

RECEPTORES DE RECONOCIMIENTO DE PATOGENOS (PRR)

Ligandos (PAMP) Funcién

TLR (TLR 1-10) Lipopéptidos, peptidoglicanos, Inflamacion efectora
lipoarabinomanano, fosfolipomanano,
gilcosilfosfatidillinositol, acido lipoteicoico,
zymosan, ssRNA virus, dsRNA virus,
lipopolisacaridos, mananos, flagelina, motivos

CpG
RIG-I (RIG-I, MDAS5) dsRNA cortos y largos, 5'trifosfato ssSRNA Antiviral (IFN-I)
NLR (NOD1, NOD2, NLRP3, | Peptidoglicanos, toxina de antrax, toxinas Inflamacion
NLRC4, AIM2) bacterianas, flagelina, dsDNA
CLR (Dectinas, DC-SIGN, | Mananos, beta-1,3-glucanos, oligosacaridos Inflamacion,
MBL, MINCLE- FcyR) repetidos, factor de acordonamiento Fagocitosis

micobacteriano

Tabla 2.1. Receptores de la inmunidad innata implicados en el reconocimiento de microorganismos.
FcyR: receptores de inmunoglobulina G; CR: receptores de complemento; SP: proteina surfactante;
MBL: lectina de unién a manosa; SR: receptores scavenger; MARCO (receptor de macréfagos con
estructura de colagenos, inglés: macrophage receptor with collagenous structure); DC- SIGN (inglés:
dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing nonintegrin); CLR: receptores
lectina tipo C; TLR: receptores tipo Toll; RIG: receptores tipo RIG; RIG-I: gen inducible por acido
retinoico I (inglés: retinoid acid-inducible gene 1); IFN: interfer6n; NOD: dominio de oligomerizacién
y de unién a nucleétidos; NLR: receptores tipo NOD; PDG: peptidoglicano; MDAS5: proteina de
melanoma asociada a diferenciacién 5; MINCLE: receptor de lectina tipo C inducible de macréfagos;
AIM2: ausente en proteina 2 de melanoma.
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Ademas de los receptores de opsoninas, las células de la inmunidad innata
poseen receptores capaces de reconocer directamente diversos patrones
moleculares altamente conservados presentes en los microorganismos (PAMPs,
acronimo del ingles pathogen-associated molecular patterns), por lo que son
denominados receptores de reconocimiento de patrones (PRRs, acrénimo del
inglés pattern recognition receptors) (tabla 2.1). Entre los PRRs, los receptores tipo
Toll (TLRs, Toll-like receptors) (figura 2.1) y los receptores tipo NOD (nucleotide-
binding oligomerization domain; NLR, NOD-like receptors) (figura 2.2) juegan un
importante papel en la activacion de las funciones efectoras de la inmunidad innata

y en el desencadenamiento de la respuesta inflamatoria (62,63, 64).
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Figura 2.1. Receptores tipo Toll en el reconocimiento de patégenos pulmonares PAMPs. Los TLRs
reconocen una variedad de PAMPs. Los receptores inician cascadas de sefalizacién que culminan con
la traslocacién del NFxB al nticleo para la activacion de la transcripcién de genes proinflamatorios.
Reproducido con autorizacion del autor (64).
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Figura 2.2. Receptores tipo NOD en el reconocimiento de patdgenos respiratorios. Los
microorganismos que logran acceso directo o aquéllos que pueden traslocar sus productos al citosol son
reconocidos por los miembros de la familia NLR. Los receptores NOD1 y NOD2 pueden inducir la
produccién de citocinas pro- inflamatorias y de péptidos antimicrobianos, mientras que IPAF y NAIPS
forman un complejo con la proteina adaptadora ASC y con caspasa 1 (inflamasoma) para generar las
forma bioldgicamente activas de IL1[3 e IL18. Reproducido con autorizacién del autor (64).

En condiciones basales, en el pulmon sano, la inmunidad innata incluye a los
macrofagos alveolares, las células dendriticas y las proteinas surfactantes (SP)-Al,
-A2 y -D. Ademas, las células epiteliales juegan un importante papel en la
inmunidad innata pulmonar. Tras el inicio de la respuesta inflamatoria, la
activacion del endotelio y de los leucocitos circundantes promueve Ila
permeabilidad vascular y la extravasacion de leucocitos. El aumento de la

permeabilidad vascular va a favorecer, ademas de la llegada de anticuerpos, la de
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PRRs solubles, como los componentes del sistema de complemento o la proteina C

reactiva (PCR) (65).

La induccion de una respuesta inflamatoria rapida y selectiva ante agresiones
externas y la tolerancia ante antigenos inocuos son claves para mantener la
integridad y homeostasis del tracto respiratorio. Una respuesta innata
deficientemente sefializada ocasionaria una reaccién insuficiente frente a una
intensa o virulenta exposicion a patégenos mientras que su deficiente regulacion

desplazaria a la reparacidn tisular controlada por un dafio tisular persistente (66).

Se han descrito multiples deficiencias y polimorfismos de genes implicados
en las respuestas inmunes innatas que se relacionan con una diferente
susceptibilidad a infecciones respiratorias y con sus consecuencias (por ejemplo,
SDRA) (tabla 2.2) (67), aunque hay discordancias en los resultados publicados en

diferentes estudios genéticos.
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Componente afecto

Mecanismos de iniciacion y amplificacion

TLRs (Receptores Toll-like)

TLR4

TLR5
CD14

IRAK-4 (IL- 1 receptor —associated kinase 4)

Activacion NEMO - NF-kB

Mal (MyD88 adaptor-like protein)

MBL (mannose-binding lectin)

C2 complemento

Mecanismos reguladores

NF-kB p50

IkB-o.

IL-6

IL-10

STAT-3 (signal transducer and activator of

transcription 3)

Asociacion

Neumonia por Legionella sp.
Infeccidn respiratoria grave por VRS

Neumonia por Legionella sp

Bronquiolitis por VRS

Infecciones bacterianas, particularmente
infeccién neumocécica

Infecciéon neumocécica invasiva recurrente

Infeccién neumocécica invasiva

Infeccién neumocécica invasiva,
infecciones respiratorias recurrentes,
SDRA

Enfermedad neumocdcica invasiva,
neumonia recurrente

Lesion pulmonar aguda

Infeccién neumocédcica invasiva,
lesién pulmonar aguda

Infeccién neumocdcica invasiva

Neumonias con evolucién desfavorable,
lesién pulmonar aguda

Sindrome hiper-IgE, infecciones
respiratorias graves y recurrentes

Referencias

Tae et al., Hawn et al.

Hawn et al.

Inoue et al.

Ku et al.

Ku et al.

Khor et al.

Roy et al., Gomi et al.,
Gong et al,

Jonsson et al.

Adamzik et al.

Chapman et al, Zhai et al.
Schaaf et al.

Wattanathum et al.

Holland et al.

Tabla 2.2. Presentacidn de infecciones respiratorias segiin polimorfismo genético (adaptado de

ref. 67)

Existe redundancia en el reconocimiento de los patrones moleculares de

microorganismos por los diferentes PRRs. Por ejemplo, TLR1 y TLR2 asi como

NOD1 y NOD2 reconocen diferentes componentes del peptidoglicano (68,69). Esto

parece ser la consecuencia de una presion selectiva ejercida por la subversion

evolutiva de los patdgenos y la necesidad en mamiferos de establecer vias de

respuesta innata maultiples y en paralelo (66). Ademas, confiere ventaja de

respuesta al huésped, pues con un numero limitado de receptores se puede
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defender de un nimero muy amplio de patégenos. Por otra parte, el nivel de
especificidad de los PRRs es suficientemente alto como para que diferentes PRRs
puedan reconocer PAMPs de un mismo microorganismo sin entrecruzar sus
respuestas (69). Los PRRs se encuentran distribuidos con perfiles particulares en
cada tipo de célula, pero su funciéon es la misma independientemente de su
localizacion celular; ademas, un solo receptor genera una respuesta celular
mediante su interaccion con varios ligandos que son estructuralmente distintos
(71). Finalmente, la redundancia de PRRs también implica una mayor modulacién
de la respuesta inmune por estos receptores y, posiblemente, suplencia de su
sefializacion en caso de disfuncion por polimorfismos. Para un mismo patégeno, el
huésped dispone de un repertorio diverso de PRRs (72). Quizas, por esa razon, las
deficiencias en un PRR ocasionen fenotipos con representatividad clinica menos
relevante que las deficiencias de proteinas adaptadoras, dado que éstas ultimas
participan en la sefializacion comun de multiples PRRs (73,74). Asi, los sujetos con
deficiencia de una kinasa asociada al receptor de IL-1 (IRAK-4) y de MyD88 (figura
2.1) presentan una alta susceptibilidad a la infeccion diseminada por S.
pneumoniae, Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa. Sin embargo, son
infrecuentes las infecciones por otras bacterias y no se han documentado
infecciones relevantes por hongos, virus o parasitos. Una caracteristica
clinicamente relevante es que los pacientes con deficiencia de IRAK-4 y de MyD88
presentan una respuesta inflamatoria (clinica y biolégica) baja y retardada, incluso

en el curso de infecciones diseminadas graves (75,76).
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3. FERy FOX03

La inevitable exposicion a patégenos en el tracto respiratorio -y sus
potencialmente graves consecuencias- ha supuesto una enorme presion selectiva
sobre el pulmon para adaptarse a la infeccion. En la gran mayoria de los casos ésta
no se produce o es clinicamente irrelevante. Sin embargo, en ocasiones, las
defensas del huésped permiten la proliferaciéon de patdégenos o desencadenan
respuestas inapropiadas (inflamacion, remodelado inmune y respuesta pulmonar
secundaria) que comprometen la propia funcién pulmonar. La respuesta inmune
es dinamica y cambiante en celularidad y sefializacién, y en su mayor parte supone
un proceso evolutivo para responder adecuadamente a la exposicion a patégenos

respiratorios (77).

3.1. Proteinas FER

3.1.1 Antecedentes

Las proteinas FER (feline sarcoma-related) y FPS/FES (fps, Fujinami poultry
sarcoma; fes, feline sarcoma) son los dos unicos miembros de una subfamilia de

proteinas nucleares y citoplasmaticas con actividad tirosin-quinasa (TK).

La estrecha similitud estructural entre las TK Fer y Fps/Fes sugiere que

podrian tener funciones bioldgicas similares o incluso redundantes (78). Tanto
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Fps/Fes (p92fes) y Fer (p94fer) contienen un dominio catalitico carboxi-terminal
con actividad TK, y un dominio central con homologia Src 2 (SH2). En el extremo
amino-terminal, y a diferencia de otras protein-quinasas citoplasmaticas,
presentan un dominio FCH con homologia Fer/CIP4 seguido de tres dominios en
hélice superenrollada (coiled-coil, CC) que estan implicados en la autofosforilacion
y la posterior activacion de la TK (figura 3.1). Estudios recientes apoyan la
reclasificacion de los dominios N-terminales de FES/FER en un dominio F-BAR
(FCH + CC1) y un dominio FX (CC2 / CC3) (79). La regulacion de la actividad TK

por los dominios CC es una caracteristica definitoria tinica de la familia de quinasas

Fes/Fer (80,81).
FER FX SH2 TK 94 kDa
| ! | |
pY114 pY229 pY615 pY715
FES FX SH2 TK 92 kDa
| | | |
pY156  pY261 pY614  pY713

Figura 3.1 Organizacién de los dominios de FER/FER (adaptado de referencia 116).

El proto-oncogén fer codifica una proteina FER de 92 kDa (p94fer) de
expresion ubicua. En el adulto, Fps se expresa en células hematopoyéticas de
estirpe mieloide -incluyendo macro6fagos neutrofilos y mastocitos- eritrocitos y

plaquetas, asi como en ciertas células neuronales y epiteliales (82) .
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Numerosos ligandos (GM-CSF, EPO, PDGF, EGF, IL3, IL4, IL6, IgE FcyR], etc),
tras interaccionar con sus receptores celulares, inducen la activacion celular via
FPS/FES y FER. Estas quinasas han sido implicadas en diversas funciones celulares
tales como el reordenamiento del citoesqueleto y la regulacion de la sefializacion
intracelular en las interacciones célula-matriz e intercelular mediadas por uniones

adherentes y adhesiones focales (82-84).

Diferentes lineas de investigacién apoyan un papel de FER en la progresion
tumoral (85). FER esta altamente expresado en el cAncer de mama (85) y prostata
(86); se asocia con progresion de la leucemia mielobastica aguda (87) y
adenocarcinoma de pulmoén (88); con el desarrollo de metastasis de carcinoma
hepatocelular (89), y con mal prondstico en el carcinoma renal de células claras
(90). Datos recientes indican que FER puede mediar la resistencia a la quinacrina,
un agente antimalarico y antineoplasico, a través de la mayor activacién de la via

del NF-kB, lo cual podria tener implicaciones terapéuticas (91).

3.1.2. FER e inmunidad innata

Diversos estudios experimentales establecen un papel biolégico para
FES/FER en la regulacion de la inmunidad innata a través del control de la

produccion macrofagica de TNF-a.

Zirngibl et al. demostraron en un modelo experimental de endotoxemia que
los ratones fes /- expuestos a LPS muestran niveles séricos elevados de TNF-a y

reducidos de IL-10, en comparacidn con ratones de tipo salvaje tratados con LPS
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(92). Beutlet et al ya habian demostrado que la administraciéon experimental en
ratones de un anti-TNF-a seis horas antes de la inyeccion de LPS reducia la
mortalidad aproximadamente un 50% (93), y que en los ratones tratados con TNF-
a recombinante se reproducian muchas de las manifestaciones fisiopatoldgicas
(hipotermia, cambios en la glucemia y lactato plasmaticos, hematocrito y recuento
leucocitario, niveles de IL-1) cuando se les inyectaba LPS (94), estableciendo asi el

papel de TNF-a como un mediador clave de los efectos de la endotoxina in vivo.

Parsons et al. aportaron evidencias de que la mayor secrecion de TNF-a en
ratones knockout (fes -/-) era probablemente debida a una mayor activacién de la
via NF-kB en respuesta a la estimulacion con LPS. Posiblemente, un defecto en la
internalizacion de TLR4 u otros receptores clave (79), seria responsable de una
activacion mas intensa y sostenida de NF-kB. Este aspecto proporciona una
explicacion fisiolégica altamente plausible de la mayor susceptibilidad de los
ratones fes /- al shock endotéxico (95). Simultdneamente, estos autores observaron
una disminucion en los niveles plasmaticos maximos de IL-10 como expresion de
desequilibrio en los niveles de citoquinas pro y anti-inflamatorias. La mayor
secrecion macrofagica de citoquinas pro-inflamatorias como expresién de una
mayor sensibilidad a endotoxinas en los ratones FER/FES nulos podria explicar por
qué su deficiencia afecta negativamente a la supervivencia de los ratones

expuestos a LPS (figura 3.2).

También demostraron que en ratones fes”/- se producia una mayor migraciéon

transendotelial de leucocitos cuando eran expuestos al LPS en comparacion con los
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ratones control (95), hallazgos similares a los ya observados previamente en
ratones mutantes fer PR/DR  tras exposicion a LPS (96). Esto sugiere que, en
condiciones normales, FER/FES limita la respuesta inflamatoria mediante el
adecuado control del reclutamiento y transmigracion celular ligado a una menor
expresion de moléculas de adhesion (PSGL-1 P-selectin glycoprotein ligand-1 y
CD11b) en la superficie de los leucocitos inducidas por LPS/TNF. La mayor
sefalizacion de NF-kB y la disminucion de la PARP (poli ADP ribosa polimerasa)
observadas en ratones fes /- se correlaciona con una mayor supervivencia celular,
lo que apoya un papel de FES/FER en control de la respuesta infamatoria mediante

la activacion de la apoptosis (95).
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Figura 3.2. Esquema simplificado de la sefializaciéon TNF-a y TLR4. TLR4 es un receptor

transmembrana que pertenece a la familia receptor TOLL / IL-1. Tras su estimulacién se inicia

una cascada de sefializacién intracelular que da como resultado la activaciéon de MAP kinasas

(JNK, p38MAPK) y NF-kB. La activacién de NF-kB es un proceso de doble via. Inicialmente, la

fosforilacion induce la degradacién de su inhibidor IkB, lo que permite la exposicién de una

secuencia de localizacién nuclear NF-kB, y su movilidad hacia el nicleo. Posteriormente,

modificaciones post-traduccionales de NF-kB tales como la fosforilacion de la subunidad

p65/RelA, permite una transcripcién mas estable y prolongada de sus genes diana. Una vez

activadas todas estas moléculas de sefializacién, en particular NF-kB, inducen la transcripciéon

de mediadores proinflamatorios, tales como TNF-a (ilustracién reproducida por cortesia de

www.cellsignal.com)
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El descubrimiento de los dominios F-BAR aporta una mejor comprension
molecular de cdmo las proteinas FES/FER participan en los cambios dinamicos en
las membranas celulares. Se postula un modelo segin el cual las proteinas
adaptadoras F-BAR y las F-BAR quinasas (FES/FER) cooperan para regular los
procesos que activan la polimerizacién de la actina (fig 3.3). Dicha interaccion
finalmente daran lugar a cambios dindmicos en la membrana celular (curvatura,
invaginaciéon y escision) responsables de importantes funciones -celulares
(endocitosis, fagocitosis, la formacién de lamellipodia, 1a adhesion o la migracion
celular) (79,97,98) y podria explicar su papel en la internalizacion y regulacion “a

la baja” del complejo del receptor TLR4 (92).

F-BAR kinasa (FES/FER)
FX  SH2 K Proteinas adaptadoras F-BAR

Cortactina/HS1-pY N-WASP/WAVE

o 7

Polimerizacion de la actina

Endocitosis Excisién & 3 /%
A < 7~ Dynamin
Filopodium GTPasa Fagocitosis Podosoma

Fig. 3.3 cooperacidn de proteinas adaptadoras F-BAR y FES/FER en la regulacion de la actividad de
la actina. Los adaptadores F-BAR interactiian con la maquinaria de ensamblaje de la actina (ej. N-
WASP, WAVE) para acoplar las invaginaciones de la membrana a la polimerizacién de la actina. Las
F-BAR quinasas (FES/FER) intervienen en la fosforilacién de la cortactina (y de su homologo
hematopoyético HS1). Teniendo en cuenta el papel de cortactina en la estabilizacién de la actina, se
postula que FES/FER participa, a través de la regulacidn de los procesos celulares, en la endocitosis,
fagocitosis, formacion de filopodio, lamellipodia y podosomas y en la migracién celular (adaptado
de ref. 79, 98)
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También se han identificado diferentes patologias asociadas a cambios de
expresion y mutaciones génicas que afectan a F-BAR, incluyendo trastornos del
desarrollo, enfermedades neurologicas (enfermedad de Huntington),
enfermedades autoinmunes (Sindrome de Wiskott-Aldrich), neoplasias (mama,

vejiga), hipertrofia cardiaca, la captacidn de glucosa, y la disfuncion renal (98).

3.1.3. Polimorfismos del gen FER e implicaciones clinicas

En el primer estudio de tipo GWAS [Genome Wide Association Study]
publicado sobre sepsis secundaria a neumonia se incluyeron los datos del
genotipado de cuatro cohortes independientes de pacientes (99). Tras el analisis
de casi seis millones de SNPs (5.888.277 SNPs) se identificd una variante comtn
del gen FER (cromosoma 5q21), localizado en un intréon (rs4957796 T>C) que se
asocio a un menor riesgo de muerte. Tras la estratificacion de los enfermos por el
genotipo, la mortalidad se redujo desde aproximadamente 25% en los pacientes
homocigotos para el genotipo salvaje (TT), a un 15% y 10% segun fueran

portadores u homocigotos para el alelo menor C, respectivamente.

Un segundo locus (rs79423885) ubicado en el cromosoma 6, en una region
denominada “desierto genético” mostro se asocié con una mayor supervivencia en
las cuatro cohortes, aunque no alcanzé el valor umbral aceptado como
estadisticamente significativo para el estudio genético de asociacion (p <5 x 10-7).

Al no haber elementos funcionales asociados a este locus, las implicaciones clinicas
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de este hallazgo son dificiles de interpretar. En el meta-analisis de los pacientes
con sepsis por neumonia se identificaron otros 11 loci relacionados con la

supervivencia a 28 dias (p < 1 x10-5)

Teniendo en cuenta que el alelo menor de FER se presenta en la poblacion
europea con una frecuencia aproximada del 20%, su expresion permitiria una

reduccion del 10% de mortalidad por sepsis causada por neumonia.

A pesar de la alta frecuencia de los alelos y de la relevancia del efecto de este
SNP (99), es controvertido el grado de proteccién que esta variante de FER podria
conferir a la poblacion. En un estudio posterior, Shoneweck y col. (100) evaluaron
la expresion de la variante rs4957796 de FER y el SNPs rs79423885 y su
asociacion con el riesgo de mortalidad a 28 dias en una cohorte de 740 pacientes
con sepsis secundaria a neumonia, sin que pudieran replicar los resultados del

estudio de Rautanen y col.
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3.2. Proteinas FOXO.

3.2.1. Antecedentes.

Forkhead box transcription factor family O (FOXO) constituye una familia de
factores de transcripcion altamente conservados durante la evolucidon. En los seres
humanos, se conocen cuatro isoformas de FOXO que se expresan ampliamente y
regulan una gran variedad de funciones celulares, como el metabolismo energético,
la detenciéon del ciclo celular, la reparaciéon del ADN, la resistencia al estrés

oxidativo y la apoptosis (101-103) (figura 3.4).

Metabolismo

Ingesta
alimentos

Detencién
de ciclo
celular p21
p27
FasL

Catalasa
Sod2
DDB1

Supresion

Tumoral Longevidad

Apoptosis-
Autofagia

Cited2

Angiogénesis

Desarrollo

Figura 3.4. La familia de factores de transcripcion FOXO juegan un papel importante en la
longevidad y la supresiéon tumoral al activar la expresiéon de genes diana implicados en la
resistencia al estrés, el metabolismo, la detencién del ciclo celular y la apoptosis.. El control eficaz
de la actividad FOXO en respuesta a estimulos ambientales es probable que sea clave en la

prevencion el envejecimiento y las enfermedades dependientes de la edad, incluyendo el cancer, las
enfermedades neurodegenerativas y diabetes.
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Los factores de transcripcion FOXO transforman una variedad de estimulos
externos y/o ambientales (factores de crecimiento, nutrientes, estrés oxidativo) en
diversas respuestas bioldgicas a través de la modulacion de la expresiéon de genes
especificos. La actividad transcripcional de FOXOs esta regulada por una compleja
combinacion de modificaciones post-traduccionales (PTM), tales como Ila
fosforilacién, acetilacion, ubiquitinacién y metilacion (104,105), que serian
responsables de la amplia variedad de funciones transcripcionales. Asi, la
activacion de la via de sefializaciéon PI3K por factores de crecimiento (insulina, IGF-
1) determina la fosforilacién de las proteinas FOXO por la AKT/PKB (106) y su
secuestro citoplasmatico, ubiquitinacion y degradacion por el proteasoma. Por el
contrario, en ausencia de sefiales de factores de crecimiento se inactiva la via de
sefalizacion PI3K-AKT lo que, al evitar su fosforilacidn, permite la translocacion

nuclear de FOXOs y la transcripcion de sus genes diana (107).

Ciertas sefiales de estrés (estrés oxidativo, TNF-a) pueden evitar la
inactivacion de FOXO por PI3K-AKT y permitir la translocacion nuclear de FOXOs.
Las “kinasas de estrés”, como |NK (Jun N-terminal kinases), permiten activar a

FOXOs aun en presencia de factores de crecimiento (107,108).

3.2.2. Factores de transcripcion FOXOs e inmunidad innata.

Diversos estudios han relacionado a las FOXOs con la inmunidad innata. Su et
al. demostraron que FOXO regula la respuesta inflamatoria a través de la

sefalizacion mediada por TLR4 y la expresion de IL-1b en los macréfagos humanos
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(107,109). En el epitelio respiratorio de mamiferos existe una sintesis y liberacion
basal de productos antimicrobianos (AMPs) por activacion génica constitutiva, lo
que representa una primera linea de defensa frente a las bacterias y patégenos
oportunistas (110). La inactivacion y degradacién de FOXOs parece ser el estado
habitual de las células epiteliales en ausencia de infeccion, aunque, en respuesta a
un estado de deprivacion de energia y/o estrés celular, los factores de
transcripcion FOXOs pueden activar la expresion de los genes que codifican AMPs,
independientemente de la estimulacién por sus vias inmunoreguladoras habituales
(NF-kB y MAPK). Esto constituye un mecanismo cruzado de regulacion entre
metabolismo e inmunidad innata que permite la adaptacion del organismo a las

condiciones ambientales (107,111).

Diversas evidencias apoyan un papel relevante de los factores FOXOs durante
la infeccion. En un modelo murino de neumonia por P. aeruginosa y Haemophilus
influenzae no tipable (NTHi), se determinaron la activacién y translocacién nuclear
de FOXO3 en las células epiteliales respiratorias (107). En el mismo estudio, el
silenciamiento de los genes FOX01/3 se asociaba a una mayor internalizacién de
patdégenos en las células epiteliales y a una menor liberacion de diversas citoquinas
proinflamatorias (IL-6, IP 10, IL-8) durante la infeccion bacteriana. El
silenciamiento de FOXO reducia de forma selectiva la liberaciéon de IL-6 en
respuesta a agonistas de TLR4 y TLR2 (LPS y lipoproteinas, respectivamente), sin
afectar a la liberacidn de IL-6 en respuesta a la flagelina (ligando de TLR5) ni a IL-
1b, como ya demostraron otros autores (109); también reducia la secrecién de IL-6
y IP10, dependiente de TRIF (via de sefalizacion de TLR3 endosdémico) en el
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epitelio bronquial.

FOXOs e insulina modulan, a través del eje PI3K-AKT, la respuesta inmune
innata; por esta via, la insulina regula negativamente la actividad transcripcional
de FOXO inducida por TLR3 (144). Hasta ahora, el papel de FOXO en la inmunidad
innata es insuficientemente conocido, como lo demuestra las referencias que, tanto
sobre sus efectos inflamatorios como anti-inflamatorios aparecen en la literatura.
Esta yuxtaposicidon de acciones no es necesariamente una paradoja; en el contexto
de dafo celular oxidativo, se ha informado que FOXOs es capaz de promover tanto
la apoptosis como la supervivencia celular. Como anteriormente se expuso, la
razon por la que FOXOs puede tener funciones aparentemente opuestas es la
diversidad de modificaciones postraduccionales a los que estad sometido. Asi, la
actividad transcripcional de FOXOs esta determinada no sélo por su reclutamiento
nuclear sino también por el patrén particular de fosforilacion, metilacion,

acetilacion o interacciones con otras proteinas (107).

3.2.3. Polimorfismos del gen FOX03 e implicaciones clinicas.

Lee y cols. describieron un SNP sin6nimo en el gen que codifica FOX03, cuyo
alelo menor esta asociado con una evoluciéon mas benigna de la enfermedad de
Crohn y artritis reumatoide y con un mayor riesgo de desarrollar formas graves de
malaria (112). Utilizando datos fenotipicos, los autores identificaron subgrupos de
pacientes con enfermedad de Crohn agresiva o indolente. Un GWAS mostré que la

presencia de un SNP intronico dentro del gen FOXO3A (rs12212067T — G) se
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asociaba con el prondstico de la enfermedad, pero no con la susceptibilidad a
desarrollarla; el alelo menor (G) fue, de manera consistente, mas comun en
pacientes con un curso indolente de la enfermedad. Tras la estimulacion in vitro
con diferentes PAMPs, los monocitos de individuos sanos y homocigotos para el
alelo menor (G) expresaban niveles mas bajos de citoquinas pro-inflamatorias
(TNFa, IL-1B, IL-6 e IL-8), y niveles mas elevados de la citoquina antiinflamatoria
IL-10, que los monocitos homocigotos para el alelo principal (T). Todo esto sugiere
que diferencias en la transcripcion FOXO3 influyen en el perfil de citoquinas

producidas por los monocitos.

La funciéon de FOXO3 depende en gran parte de modificaciones post-
traduccionales que determinan si éste queda retenido o se excluye del nucleo
celular. La translocacion de FOXO3 fuera del nucleo ocasiona un aumento en la
produccion de TNF-a, mientras que su posterior re-acumulacién nuclear
(recuperacidn nuclear) se correlaciona con una disminucién de la produccion de
TNF-a y el aumento de IL-10 (figura 3.5). Tras la estimulacion con LPS, los autores
observaron que la recuperacién nuclear se produjo mas rapidamente en los
monocitos homocigotos para el alelo menor (G) que en los homocigotos para el
alelo mayor (T), lo que se correlacionaba con una reduccion precoz en la sintesis

de TNF-a y un aumento de produccion de IL-10.

Otras investigaciones han mostrado que los monocitos homocigotos para el
alelo menor (G) producen mas factor de crecimiento transformante-f1 (TGFp1)

que los homocigotos para el alelo mayor (T). En estos estudios el bloqueo de la
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sefalizacion TGFP1 aboli6 las diferencias genotipo-especificas en la produccion
TNF-a e IL-10. FOXO03 interactia directamente con el promotor de TGFf1, y el
silenciamiento de FOXO3A en dos lineas celulares de monocitos humanos reduce la
transcripcion de TGFfB1. Esto sugiere que la recuperacion nuclear precoz de FOX03
en monocitos homocigotos para el alelo menor (G) induce una mayor producciéon

de TGFB1, que a su vez modula la produccion de TNF-a e IL-10 (113).

Monocito estimulado Recuperacion nuclear de Foxo3
TNFa N
o
IL-6 IL-6
IL-8 IL-8
IL-18 IL-18
IL-10 IL-10

Figura 3.5. Activacién de la via de FOX03 y respuestas inflamatorias dependientes de TGFb1. Tras
la activacién de monocitos, FOX03 se transloca fuera del nicleo lo que inactiva su programa
transcripcional. El restablecimiento de su actividad transcripcional depende de su translocacién
nuclear y su sintesis de novo. A través de un mecanismo dependiente de TGFB1, FOX03 suprime
las respuestas inflamatorias mediante el aumento de la produccién de citoquinas
antiinflamatorias y la supresion de la de citoquinas pro-inflamatorias (adaptado de ref. 113).

Este alelo también se asoci6 con un aumento en la susceptibilidad a la
malaria grave en cohortes de pacientes de Kenia y vietnamitas, lo cual es
consistente con el efecto negativo que tienen los niveles bajos de TNF-a y la alta

produccion de IL-10 en la eliminacion del parasito.
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Podemos concluir que a pesar de su importancia, la NAC no es una
enfermedad de declaracion obligatoria y, por tanto, no es posible conocer su
incidencia con exactitud. La NAC es la infeccibn que con mayor frecuencia
condiciona el ingreso hospitalario de un paciente. Aunque con tasas de
hospitalizacion muy variables, las razones fundamentales para su tratamiento
hospitalario son la gravedad de la NAC y la descompensacion de enfermedades
subyacentes. El numero de ingresos también aumenta con la edad.

Una reciente publicacion de los resultados de un GWAS que analizaba en
cuatro cohortes de paciente ingresados en UCIs, la supervivencia de la sepsis,
identificaron variantes comunes en el gen FER que se asocian con un menor riesgo
de muerte por sepsis debido a la neumonia.

El analisis clinico-epidemioldgico de una cohorte multicéntrica de pacientes
hospitalizados por NAC que va a ser sometida a estudio genético nos aporta
informacion actualizada sobre aspectos demograficos, comorbilidades y gravedad
de la NAC en la poblacion de nuestras zonas de cobertura sanitaria y nos permite
cotejar nuestros resultados con publicaciones previas.

La homogeneidad y congruencia epidemiolégica de nuestra cohorte es
condicion previa para estudiar la distribucion de las frecuencias alélicas y
genotipicas de dos SNPs del gen FER (rs4957796T>C; rs62375529T>C) y un SNPs
de FOX03A, en un grupo control y en el grupo de pacientes ingresados por NAC. De
confirmarse la replicacion del estudio, la expresién de estas variantes génicas

comunes demostrarian diferencias significativas en la susceptibilidad, en el
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desarrollo y gravedad de la sepsis secundaria a NAC y en la supervivencia.
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La morbimortalidad de una infeccién viene determinada por el resultado de una
compleja interaccidn, no evaluada completamente por las escalas prondsticas, entre
factores del microorganismo, el tratamiento administrado y caracteristicas del huésped.
La configuraciéon genética de cada paciente forma parte de estas ultimas y contribuye a
justificar la reconocida variabilidad interindividual en la susceptibilidad y en la

evolucidon de las neumonias.

FOX03 y FER son determinantes genéticos de la respuesta del huésped a la
infeccion que desempenan un papel en la susceptibilidad a la neumonia, en el desarrollo
de formas mas graves de la misma y en su evolucion. Su estudio contribuye a superar las
limitaciones de los actuales modelos clinicos de prediccidon de riesgo en la neumonia

adquirida en la comunidad.



/3

UNIVERSIDAD DE LAS PALMAS
DE GRAN CANARIA Objetivos

Objetivos







/3

UNIVERSIDAD DE LAS PALMAS
DE GRAN CANARIA Objetivos

1.

Realizar un analisis clinico-epidemiolédgico de una cohorte multicéntrica

de pacientes hospitalizados por NAC que va a ser sometida a estudio

geneético.

Comparar la distribucién de las frecuencias alélicas y genotipicas de dos

SNPs del gen FER (rs4957796T>C; rs62375529T>C) en un grupo control

(poblacion general espafiola, PGE) y en el grupo de pacientes ingresados

por NAC. Con ello se pretende determinar si los SNPs localizados en este

gen se asocian a una menor susceptibilidad, mejor evoluciéon y menor

mortalidad en enfermos con NAC

Comparar la distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas de la

variante del gen FOX03A (rs12212067T>G) en la PGE y en el grupo de

pacientes ingresados por NAC, para determinar si dicho SNP se asocia a

una mayor susceptibilidad a la NAC, peor evolucién y mayor mortalidad en

enfermos con NAC.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Tipo y poblacion de estudio

Los sujetos proceden de cohortes prospectivas de pacientes con diagndstico de
NAC ingresados de forma consecutiva en hospitales espafioles (Hospital
Universitario de Gran Canaria Doctor Negrin de Las Palmas de Gran Canaria,
Hospital Universitario de La Princesa, de Madrid; Hospital San Jorge de Huesca y
Hospital Clinico y Universitario de Valencia) entre marzo de 2001 y diciembre de

2014.

Todas las etapas del estudio se realizaron en completa conformidad con la
Declaracién de Helsinki (114). El protocolo fue aprobado por los Comités Eticos de
Investigacion Clinica (CEIC) de los hospitales participantes con el correspondiente

formato de consentimiento informado.

6.1.1 Criterios de inclusion

Los criterios de inclusién fueron: 1) edad mayor o igual a 18 afios; 2)
diagnodstico de NAC definida por la presencia, en un paciente no hospitalizado,
institucionalizado ni inmunodeprimido, de un infiltrado pulmonar de reciente
aparicion en la radiografia de torax, hallazgos exploratorios compatibles con
neumonia [tos de nueva aparicidbn o empeoramiento de la tos previa con o sin

expectoracion, taquipnea, dolor toracico y temperatura anormal (>382C 6 <362C).
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.1.2. Criterios de exclusion

Quedaron excluidos del estudio aquellos enfermos que, ain con diagndstico

de neumonia, cumplia alguno de los criterios siguientes:

* Enfermedad fatal a corto plazo: aquellos casos de enfermedad
cronica grave o mala calidad de vida previa en que la neumonia
formaba parte de un proceso terminal, no considerandose en este

caso tributario de ingreso en UCI.

®* Receptores de trasplante de Odrgano sdlido o de progenitores

hematopoyéticos.

* Neutropenia secundaria a tratamiento quimioterapico o enfermedad

hematol6gica maligna.

® Inmunosupresién primaria o secundaria a radioterapia, farmacos

citotdxicos, tratamiento con esteroides o SIDA.

* Neumonia por aspiraciéon

® Neumonia nosocomial

6.1.3 . Grupo control.

El grupo control constituye la poblacion de referencia en los estudios de
susceptibilidad y estaba formado por personal investigador y clinico, estudiantes

universitarios y donantes de sangre y/o médula dsea no relacionados
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genéticamente, procedentes de cada uno de los hospitales participantes en el
estudio. Todos los sujetos eran espafioles caucasicos y mayores de edad, fueron
informados sobre los estudios que se pretendia llevar a cabo y firmaron el
preceptivo consentimiento. A este conjunto de estos individuos nos referiremos

como poblacion general espafiola (PGE).

6.2. Definiciones.

6.2.1 Neumonia adquirida en la comunidad (NAC)

Toda infeccion 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 adquisicién extrahospitalaria de la
infeccion; esto es, quedan excluidas, ademas de las nosocomiales, aquellas que se
presentan en residentes en centros de larga estancia o de asistencia a la tercera

edad.

6.2.2. Neumonia comunitaria grave

Comprende aquellos pacientes que por su NAC cumplian alguno de los dos
criterios mayores que incluye la definicion adaptada de la American Thoracic Society

(shock séptico y/o necesidad de ventilacién mecanica invasiva o no invasiva) (115).
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Ademas, los enfermos fueron clasificados en funcion de su gravedad (sepsis, sepsis

severa, shock séptico, fracaso multiorganico) (116).

6.2.3. Sindrome de distrés respiratorio agudo (SDRA)

Para el diagndstico de SDRA se emplearon los criterios establecidos por
American-European Consensus Conference on ARDS, y que incluyen: proceso de
presentacion aguda, Pa0z/FiO; < 200 mmHg, infiltrados pulmonares bilaterales
presentes en la radiografia simple de torax y sin evidencia clinica de hipertension

pulmonar o con una presion de enclavamiento en arteria pulmonar < 18 mmHg.

(117).

6.3. Estudios microbioldgicos.

Las técnicas de investigacién microbioldgica, la administracién de farmacos

antimicrobianos y otras terapias quedaron a criterio del médico tratante.

El diagnéstico microbiolégico se consider6 definitivo si cumplia alguna de las
siguientes condiciones: (a) hemocultivos positivos para patogenos bacterianos (en
ausencia de un origen extrapulmonar de la infeccion); (b) el cultivo de liquido
pleural identificaba un patégeno bacteriano; (c) crecimiento significativo en el
cultivo cuantitativo de muestras respiratorias (un cultivo cuantitativo positivo del
aspirado endotraqueal con un crecimiento de patdgenos bacterianos 210° unidades

formadoras de colonias/mL (ufc/ml), un cultivo cuantitativo positivo de lavado
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broncoalveolar con un recuento bacteriano 2104 UFC/ml y/o una muestra obtenida
con cepillo protegido con un recuento bacteriano 2103 UFC/ml); (d) examen de
esputo con un recuento bacteriano = 107 UFC/ml (con cumplimiento de los criterios
de calidad habituales de >25 leucocitos polimorfonucleares y <10 células epiteliales
por campo de campo de 100x) y (e) resultado positivo de la prueba para el antigeno
urinario de Legionella o S. pneumoniae. También entraban en la consideracion de
diagnodstico microbiolégico definitivo el aislamiento de Pneumocystis jiroveci,

Legionella pneumophila o Mycobacterium tuberculosis en cualquier muestra.

La neumonia neumocoécica bacteriémica se definié como tal cuando hubiera al

menos un hemocultivo positivo para S pneumoniae.

El diagnodstico de NAC polimicrobiana se establecio cuando se aislaron dos o
mas gérmenes en muestras validas. La NAC se consider6 de etiologia desconocida si

los resultados microbiolégicos no fueron concluyentes.

6.4. Recogida de datos

Segun un formulario de recogida de datos disefiado a tal efecto, se registraron
(por entrevista directa y/o revisiéon de historia clinica) los datos demograficos,
habitos toxicos, comorbilidades, variables bioldgicas habituales, esquema de

antibioterapia prescrito y hallazgos microbiol6gicos.
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Se consideraron fumadores aquellos individuos con tabaquismo activo o que
hubieran abandonado el habito tabaquico < 6 meses antes del comienzo de estudio.
El abuso de alcohol se establecié como un consumo diario = 80 g. de alcohol en el
ultimo afio mientras que el consumo de drogas fue recogido como la toma de

cualquier droga ilegal.

El tratamiento inmunosupresor se definié como la administracion de cualquier
agente citotdxico o corticoides (dosis 220 mg de prednisona al dia o su equivalente

durante dos o mas semanas).

Se considerd que el paciente habia recibido tratamiento antibiotico previo si se
administré este tipo de farmacos durante al menos 5 dias en los 3 meses
precedentes. El criterio de infeccién previa consideraba la presencia de neumonia,
tuberculosis u otra infeccion microbiolégicamente documentada. El ingreso
hospitalario previo se definié como hospitalizacion previa en los tltimos 3 meses. La

sospecha de aspiracidon quedo establecida por la evidencia clinica.

Se recogieron en todos los pacientes los antecedentes de EPOC, asma,
neoplasia previa, enfermedad cardiovascular, diabetes mellitus, enfermedad renal o
hepatopatia crénicas, enfermedad neuroldgica, patologia psiquiatrica, enfermedad

autoinmune, infeccion por VIH y los trastornos de deglucion.

El criterio de cumplimento terapéutico se evalué segin las directrices de
American Thoracic Society, aceptandose como una adherencia terapéutica adecuada

la combinacion de una cefalosporina de 32 generacidn o amoxicilina-clavulanico con
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un macrolido o una fluorquinolona. El uso de cualquier otro esquema de tratamiento

fue considerado “no adherente”.

Para la estimacion de gravedad y el riesgo de mortalidad por NAC se aplicaron
las escalas pronosticas PSI (Pneumonia Severity Index) de Fine (37) y el sistema de
clasificacion APACHE II (Acute Physiology and Chronic Health Evaluation II) al
diagnostico de la NAC y al ingreso del paciente en la UMI, respectivamente (118). Se
recogi6 informacion terapéutica adicional como la necesidad de drogas vasoactivas,

ventilacion mecanica y/o terapia de reemplazo renal.

También se registraron las complicaciones que aparecieron en los siguientes
30 dias al diagnostico de la NAC. Estas incluian cualquier empeoramiento de las
enfermedades de base del paciente y/o la presencia de shock (presion arterial
sistdlica < 90 mmHg a pesar de la administracion de liquidos intravenosos o que
precisaba medicacion vasopresora); coagulacién intravascular diseminada (CID)
(119); insuficiencia renal (creatinina sérica mayor de 1,5 mg/dl y/o urea mayor de
40 mg/dl en pacientes con funcidn renal previa normal); insuficiencia respiratoria
aguda grave (Pa02/Fi02 <300 mmHg, o <200 mmHg cuando se trataba de pacientes
con EPOC); y metastasis sépticas (artritis séptica, endocarditis, otitis, meningitis,
empiema, pericarditis purulenta). También se registr6 la necesidad de traslado del
paciente a la UCI, la necesidad de ventilacién mecanica y la mortalidad hospitalaria y
atribuible. También se recogieron datos referentes a la duracidon del tratamiento
antibiotico (oral e intravenoso) y su adecuacién a las recomendaciones vigentes

(115)
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Todos los pacientes fueron evolutivamente seguidos hasta su fallecimiento
(relacionado o no con la neumonia) o alta hospitalaria. Se consideré enfermedad
fatal a corto plazo a aquellos casos de enfermedad crénica grave o con mala calidad
de vida previa en los que la neumonia formaba parte de un proceso terminal,

siguiendo los criterios de McCabe y Jackson. (120).

6.5. Estudio genético

6.5.1. Determinaciones genéticas

6.5.1.1 Extraccion del ADN

A todos los individuos incluidos en cada uno de los grupos ya descritos, se les
extrajo dos viales de sangre: un tubo con EDTA, para posteriormente extraer el ADN,
y un tubo con heparina para la obtencidn del suero. Tanto las muestras bioldgicas
como los consentimientos informados de los pacientes se remitieron al Servicio de
Inmunologia del Hospital Universitario de Gran Canaria Doctor Negrin (HUGCDN) a
través de mensajeria (desde los Servicios participantes ubicados en hospitales fuera

de Gran Canaria), o directamente por los médicos colaboradores del HUGCDN.

La extraccion del ADN gendémico se obtuvo a partir de 400 ul de sangre

periférica mediante el uso de equipo de iPrep™ Purification Instrument y se
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utilizaron los reactivos de iPrep™ PureLink® gDNA Blood Kit ® (Invitrogen Life
Technologies®, Carlsbad, CA, EE.UU.). Se procedio6 a la verificacion de la integridad y
cuantificacion del ADN extraido mediante el empleo del espectrofotémetro

NanoDrop ND-1000® (NanoDrop Technologies®, Wilmington, DE, EE.UU.).

6.5.1.2. Seleccion de polimorfismos

La informacién necesaria para realizar la seleccion de las variantes genéticas
se obtuvo de bases publicas con acceso desde internet, principalmente NCBI,
Ensemble y Genecard, plataformas que integran a grandes bases de datos,
incluyendo la del Proyecto del Genoma Humano (HapMap project). En HapMap, la
poblaciéon de referencia escogida en nuestro estudio ha sido la CEU, que se
corresponde con habitantes en Utah con ancestro del oeste y norte de Europa que
representan a la poblacion denominada como caucasica. Para el gen FER, se estudian
dos polimorfismos, rs4957796 (cromosoma 5:109066439T>C) y rs62375529
(cromosoma 5: 109081631T>C), ambos intrénicos y en alto desequilibrio de
ligamiento (D=1 y r2= 0'8), mientras que para el gen FOX03 el estudio se centrd en
un SNP sin6nimo (no codificante) también intrénico en FOXO3A denominado

rs12212067 (cromosoma 6: 108981196T>G).
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6.5.1.3.. Técnicas de tipaje molecular de los SNPs de FER y
FOX034A
La reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa o a tiempo real (Q-PCR)

fue la técnica empleada para la determinacién de los tres SNPs de FER 'y FOXO3A.

Se basa en la misma tecnologia de amplificacion de la PCR convencional pero
permite simultdneamente cuantificar el producto de la amplificacion al emplear
sondas de hidrdlisis. Estas sondas de hidrdlisis son oligonucleétidos que presentan
fluorocromos en ambos extremos y tienen una secuencia complementaria a parte
del fragmento de ADN que se quiere amplificar. La discriminacién alélica mediante
sondas de hidrolisis TagMan (Life Technologies®, Carlsbad, USA) se basa en la
actividad exonucleasa 5'-3' de la Taq polimerasa para escindir una sonda de doble
marcaje durante la hibridacion de la secuencia diana complementaria. Al llegar al
punto en el que la sonda se ha hibridado, la Taq polimerasa la hidroliza y se libera el
fluorocromo del extremo 5’ de la sonda (donador); el fluorocromo aceptor no puede
entonces absorber la fluorescencia del donador por estar espacialmente separados.
Por lo tanto, la fluorescencia detectada (longitud de onda especifica VIC a 550 nm
y/o FAM a 520 nm) en el termociclador de Q-PCR es directamente proporcional a

la fluoréforo liberado y a la cantidad de ADN molde presente en la PCR.

El genotipado de los SNPs de FER (rs4957796, rs62375529) y FOX03A
(rs12212067) se realizé usando sondas de genotipado TagMan SNP predisefiadas y
especificas (TagMan®Predesigned SNP genotyping assay. IDs: C_28002866_10,

C_90533619_10 y C_30780203_10) de acuerdo con el protocolo del fabricante y
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con los reactivos comercialmente disponibles. Para el proceso de amplificacion del
material genético se empled el equipo ViiA™7 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems®, Foster City, CA, EE.UU.). Ciclo a ciclo se registraban las curvas de
fluorescencia que también se podian leer a punto final, a través del analisis con el
programa infromatico ViiA™7 Software Instrument Console. De esta forma se

obtienen las graficas de las frecuencias alélicas.

6.5.2. Herramientas para el analisis de datos

Se comenzd con un estudio descriptivo de los datos obtenidos para, a
continuacién, realizar un analisis estadistico univariante y multivariante. La
estadistica univariante se realizé con el objeto de conocer, mediante tests
paramétricos y no paramétricos, la distribucion de las variables. El analisis
estadistico se realiz6 con intervalos de confianza al 95% y un nivel de significacién
del 5%. Los analisis se realizaron con paquetes estadisticos y softwares especificos.
Se utilizé el Haploview 4.2 para la estimacion y el calculo del desequilibrio de

ligamiento (D'y r?) .

Las frecuencias alélicas y genotipicas observadas se determinaron por
recuento directo en cada grupo de estudio. El equilibrio Hardy-Weinberg (HWE,
Hardy-Weinberg equilibrium) se testd para cada SNP utilizando el test de Chi?, con
correccion de Yates, para comparar las frecuencias genotipicas observadas y las
esperadas. Los analisis estadisticos se llevaron a cabo mediante el software SPSS

20.0 (IBM Corp. Released 2011. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 20.0,
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Estados Unidos) y el RKwards 0.6.3 (https://rkward.kde.org). La comparacion de
frecuencias alélicas y genotipicas se realiz6 mediante el test exacto de Fisher o el

test de Chi? con correccidn para comparaciones multiples.

El estudio analiza tanto la susceptibilidad (estudio caso/control) como la
progresion o gravedad y prondstico (estudio prospectivo) de la NAC. La relaciéon
entre gravedad y mortalidad con los genotipos se evalué mediante modelos binarios
de regresion logistica. La edad, sexo y las comorbilidades se incluyeron como
variables independientes para el analisis multivariante. Las tasas de supervivencia
se estimaron empleando el método de Kaplan-Meier y su comparacion con los
genotipos se realizd por medio del test log-rank.. El analisis multivariante ajustado

por edad, sexo y comorbilidades realiz6 con el modelo proporcional de Cox
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7. RESULTADOS.

7.1. Descripcion de las poblaciones.

7.1.1. Grupo control

Nuestro grupo control estaba constituido por 1019 individuos sanos
espafioles, caucasicos, procedentes de los cinco hospitales que participaron en el
estudio. Su distribucion demografica en cuanto a edad y sexo fue similar en los
distintos centros participantes. En cuanto al resto de caracteristicas demograficas,
por los criterios de inclusién en el grupo control, no tienen relevancia para el

estudio genético.

Los tres SNPs incluidos en este estudio estan en equilibrio de Hardy-
Weinberg (P= 0,72 para rs4957796, P= 0,28 para rs62375529, P= 0,18 para
rs12212067). La distribucién de las frecuencias genotipicas en el grupo de

controles para los SNPs estudiados de los genes FER y FOXO3A se detallan en la

tabla 7.1.
FER (cromosoma 5) FoxO3A (Cromosoma 6)
CC:21(2,3) CC: 25 (2,6) GG: 15 (1,5)
rs62375529 CT: 205 (22,7) rs4957796 CT: 275 (28,2) rs12212067 GT: 183 (18,0)
TT: 679 (75,0) TT: 676 (69,3) TT: 821 (80,6)
905 976 1019

Tabla 7.1. Frecuencias genotipicas de los SNPs de FER y FOX0O3A en el grupo control; expresado
como n (%).
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7.1.2. Grupo de neumonias

La cohorte de estudio estaba formada por 1064 pacientes espafioles de raza
caucasica procedentes de los cinco hospitales participantes, con una media de edad
de 62,7 £ 17,6 afios y predominio de varones. El 39,5% de los pacientes eran
fumadores y en el 14,6% de enfermos se recogieron antecedentes de consumo de
alcohol u otras drogas. Las comorbilidades, gravedad segun la puntuacién PSI y

complicaciones de toda la cohorte quedan desglosadas en la tabla 7.2.

La mortalidad global fue del 9% (n = 96 pacientes) y estaba relacionada con
la NAC en el 86% de los casos. En el 48,6% de los enfermos (n=517) se document6
el germen causal de la NAC siendo el neumococo el microorganismo identificado

con mas frecuencia (29% de los pacientes, 59,7% de aislamientos).

En los pacientes ingresados en hospitalizacion general (n = 695), la edad
media fue 64,6 + 18 afios. No hubo diferencias significativas de mortalidad
relacionadas con el sexo aunque si con la edad (fallecidos vs. supervivientes 82,3 +

18 afios vs. 64,1 = 18 anos, p <0,001). La mortalidad en este grupo fue del 2,73% .

La media de edad de los pacientes con NAC ingresados en UMI fue 59,2 + 16

afios con una proporcion significativamente mayor de varones que de mujeres.
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Total de pacientes

Variables clinicas (Media * DS)
Pa0./FiO,
Glucemia (mg/dl)
Hematdcrito (%)
Natremia (mEq/L)
Temperatura (°C)
BUN (mg/dl)
Frecuencia cardiaca

Complicaciones
Bacteriemia
Derrame pleural
Insuficiencia renal aguda
Shock
SDRA
Ventilacién mecanica
FMO
Neumococo

(n =1064)
Caracteristicas demograficas
Edad (media + DS) 62,7+ 17,6
Hombres 703 (66,1)
Comorbilidades
EPOC 284 (26,8)
Asma 50 (4,7)
Diabetes Mellitus 246 (23,1)
Enfermedad hepatica 72 (6,7)
Enfermedad renal 83 (7,8)
Enfermedad cardiovascular 127 (11,9)
VIH 5(0,4)
Enfermedad autoinmune 37 (3,5)
Neoplasia 110 (10,3)
Enfermedad neurolégica 123 (11,5)
Enfermedad psiquiatrica 49 (4,61)
Sin comorbilidad 308 (29,0)
Gravedad
PSI I-111 446 (42,8)
PSI IV-V 596 (57,2)

228,78 + 108,5
1629+ 76
378+57

1369
37,7+18
28,0£227
102,6 £ 21,8

136 (12,7)
247 (24,4)
293 (27.6)
236 (22,2)
70 (6,6)
276 (26,1)
167 (16,5)
309 (29,0)

Tabla 7.2. Caracteristicas demograficas y clinicas de la cohorte de pacientes con NAC.
Los datos se presentan como n (%), salvo aclaracién contraria. Los porcentajes
siempre se calcularon a partir de datos no perdidos. DS: desviacién estandar.
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La tasa de mortalidad en UMI fue de 20,3% (n = 77 pacientes), de los cuales
16 (19,4%) fallecieron dentro de los tres primeros dias. Como dato interesante, la
mortalidad en la UCI fue del 23,7%, cuando estuvo presente al menos uno de los

dos criterios mayores de la American Thoracic Society para la NAC grave.

En el andlisis univariante, las variables asociadas con una mayor mortalidad
en la toda la cohorte de estudio fueron: edad mayor de 65 afios, la hepatopatia
crénica, la diabetes mellitus, la insuficiencia renal aguda, el SDRA, el desarrollo de
shock séptico o disfunciéon multiorganica y la necesidad de tratamiento de soporte

con ventilacion mecanica (tabla 7.3).

Con el fin de identificar los factores pronoésticos independientes, se procedid
a un analisis multivariante que incluy6 a las variables significativas del analisis
univariante. Debido a su co-linealidad con diversas variables, las escalas PSI y
APACHE II no se incluyeron en el modelo final. Ni la edad ni las comorbilidades se
asociaron significativamente con la mortalidad hospitalaria; por el contrario, el
desarrollo de insuficiencia renal aguda o shock y el soporte con ventilacion

mecanica fueron predictores independientes de mortalidad (tabla 7.4).
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Total de pacientes Supervivientes Exitus
(n = 1064) (n = 968) (n = 96) p
Edad > 65 afos 479 (49,5) 58 (60,4) 0,04
Sin comorbilidades 292 (30,2) 16 (16,8) 0,006
Diabetes 216 (22,3) 30 (31,6) 0,04
Enfermedad hepatica 57 (5,9) 15 (15,8) 0,001
Insuficiencia renal aguda 228 (23,6) 65 (67,7) <0,001
Shock 160 (16,5) 76 (80) <0,001
FMO 119 (12,6) 48 (65,7) <0,001
FR >30 293 (32,1) 58 (64,4) <0,001
SDRA 42 (4,4) 28 (29,8) <0,001
VM 199 (20,8) 77 (81,1) <0,001

Tabla 7.3. Andlisis univariante de las variables asociadas a la mortalidad de la cohorte.
FR: frecuencia respiratoria. VM: Ventilacién Mecanica.

Total de pacientes .

(n = 1064) OR (IC 95%) P
Insuficiencia renal aguda 2,14 (1,25-3,67) 0,005
Shock 5,79 (2,94-11,40) <0,001
VM 4,36 (2,24-8,51) <0,001

Tabla 7.4. Andlisis multivariante de los factores prondsticos de mortalidad de la cohorte.
VM: Ventilacién Mecanica.

El analisis ROC se empled para establecer el umbral discriminativo (cut-off)
de mortalidad de las escalas PSI y APACHE II en la cohorte de estudio. Ambas
escalas pronosticas superaron al area bajo la curva (AUC) de prediccidon obtenida
para la edad. Las curvas de supervivencia hospitalaria fueron estadisticamente
significativas para un cut-off >95 de PSI y cut-off >15 de APACHE II (p <0,001)

(figura 7.1, tabla 7.5).
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Figura 7.1 Curvas ROC de las escalas de gravedad (PSI, APACHE II) y de la edad para predecir

la mortalidad hospitalaria.
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AUC p Cut-off s E VPP VPN LR+ | LR-
PSI 0,787 | <0,001 >95 91,49 | 52,34 16,1 98,4 1,92 | 0,16
APACHE I 0,83 < 0,001 >16 81,58 | 73,23 30,1 96,6 3,05 | 0,25
Edad 0,56 0,057 >63 64,58 | 47,42 10,9 93,1 1,23 | 0,75

Tabla 7.5. valores de corte y parametros de diagndstico para las escalas PSI y APACHE 11 y la edad
como predictores de mortalidad hospitalaria. S: sensibilidad, E: especificidad, VPP: valor predictivo
positivo, VPN: valor predictivo negativo. LR+ likelihood ratio positivo, LR- likelihood ratio negativo.

el 71,6% de los pacientes de hospitalizaciéon general padecian alguna
patologia de base. Las enfermedades renal y neuroldgica fueron las comorbilidades
mas prevalentes en los pacientes fallecidos (tabla 7.6) aunque en el analisis
multivariante no fueron variables predictoras de mortalidad (tabla 7.9). En este
grupo de enfermos, cada afio de edad incrementaba 1,10 veces el riesgo de fallecer
por NAC. La complicacién de la NAC con insuficiencia respiratoria aguda, aunque
incrementaba 7.35 veces el riesgo de muerte, s6lo fue marginalmente significativa

(p= 0,057).
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Hospitalizacion
general

Sexo M

Sin Comorbilidad

EPOC

Asma

Diabetes Mellitus
Enfermedad hepatica
Enfermedad renal
Enfermedad cardiovascular
Enfermedad autoinmune
Neoplasia

Enfermedad neurolégica

Enfermedad psiquiatrica

Supervivientes
(n=676)

428 (63,3)
248 (36,7)
196 (29,0)
187 (27,7)
36 (5,3)
144 (21,3)
35 (5,2)
55 (8,1)
85 (12,6)
23 (3,4)
76 (11,3)
83 (12,3)

34 (5,0)

Exitus
(n=19)

13 (68,4)
6 (31,6)
1(5.3)
8 (42,1)
0(0,0)
5 (26,3)
1(5.3)
4(21,1)
4(21,1)
0(0,0)
2(10,5)
7 (36,8)

0(0,0)

0,20

5,13
1,88
1,06

0,27

ns.

0,023
ns.
ns.
ns.
ns.

0,047
ns.
ns.
ns.

0,002

ns.

Tabla 7.6. Datos demograficos y comorbilidades en los pacientes
ingresados en hospitalizacion general.

supervivencia.

Hospitalizacion
general

Edad

PaO,/FiO,
Glucemia (mg/dl)
Hematéocrito (%)
Natremia (mEq/L)
Temperatura (°C)
BUN (mg/dl)

Frecuencia cardiaca

Supervivientes
(n=676)

64,1+18
253 +106,9
145 + 68,5
38,5+5,1

136+ 5
379+1,1
228+ 16

93,9 + 20,2

Andlisis univariante de

Exitus
(n=19)

82,3+8,8
181,59 + 98,8
185,7 £ 77,7
354+49
1375
3761
34,1+29,8

97,4 £30,4

<0,001
<0,027
ns.
0,009
ns.
ns.
0,007

ns.

Tabla 7.7 edad y variables clinicas. en los pacientes ingresados en
hospitalizacién general. Andlisis univariante de supervivencia. BUN:

Nitrégeno no ureico.
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Supervivientes Exitus

Hospitalizacion (n=676) (n= 19) X p

general

o o 357 (52,9) 18(94,7) 13,03  <0,001
Insuficiencia respiratoria aguda

Shock 4(08) 3(158) 42,81  <0,001
SDRA 2(0,3) 2(10,5) 33,53  <0,001
Ventilacién mecanica 8(1.2) 3(158) 2496  <0,001
FMO 9(1,3) 3(15,3) 22,72 <0,001
Bacteriemia 53 (7.9) 3(15,8) 1,57 ns.
Neumococo 182 (26,9) 7(36.8) 0,91 ns.

Tabla 7.8 Complicaciones en los pacientes ingresados en hospitalizaciéon
general. Andlisis univariante de supervivencia.

Hospitalizacién general o
(n = 695) OR (IC 95%) P
Edad 1,10 (1,03-1,16) 0,001
Shock 25,73 (2,42-272,64) 0,007
Ventilacion mecanica 7,67 (1,47-39,90) 0,015

Tabla 7.9. Andlisis multivariante de los factores predictores de mortalidad
en hospitalizacién general..

Las comorbilidades estuvieron presentes en el 69,8% de los enfermos que
ingresaron en UMI. El shock, SDRA, necesidad de ventilacién mecanica y fracaso
multiorganico fueron complicaciones relacionadas con mayor mortalidad. El valor
promedio de APACHE II fue mayor en los pacientes fallecidos (24 + 6 vs 18 + 7
puntos, p <0,001). S6lo las complicaciones (shock, FMO) y el uso de soporte con
ventilacion mecanica fueron predictores independientes de mortalidad en este

grupo (tablas 7.10-7.13).
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uml Sup((relr:iggi;?tes (i);lt_;x_’s) X2 p
H 204 (69,9) 58 (75,3)
Sexo 0,88 ns.
M 88 (30,1) 19 (24,7)
Sin Comorbilidad 96 (32,9) 15(19,7) 494 0,026
EPOC 67 (23) 22(28,9) 1,15 ns.
Asma 12(4,1) 2(2,6) 0,36 ns.
Diabetes Mellitus 72(24,7) 25(32,9) 2,10 ns.
Enfermedad hepatica 22(7.9) 14 (18,4) 8,09 0,004
Enfermedad renal 20(6.8) 4(53) 0,24 ns.
Enfermedad cardiovascular 28 (9.6) 10(13,2) 0,82 ns.
Enfermedad autoinmune 14 (4.8) 0(0,0) 3,78 ns.
Neoplasia 24 (8,2) 8(10,5) 0,40 ns.
Enfermedad neurolégica 26 (8.9) 7(9.2) 0,00 ns.
Enfermedad psiquiatrica s 2(29) 0,51 ns.
Tabla 7.10. Pacientes ingresados en UMI. Distribucién segin sexo

comorbilidades en relacién con supervivencia (analisis univariante).

Supervivientes Exitus

umi (n=292) (n="77) P
Edad 58,3+ 16,5 62,7 + 14,3 0,03
Pa0,/Fi0, 194,5 £ 85,9 206,3 £ 149,1 ns.
Glucemia (mg/dl) 164,6 + 88,6 164,3 £ 75,5 ns.
Hematécrito (%) 36,8+6,5 36,3+6,9 ns.
Natremia (MEq/L) 135+ 15 1377 ns.
Temperatura (°C) 374+28 3711 ns.
BUN (mg/d]) 345+274 434+ 31,8 0,01

. . 109,4 £ 21,8 106,9 + 26 ns.
Frecuencia cardiaca

1817 24+8 <0,001

APACHE Il

Tabla 7.11. Pacientes ingresados en UMI. Supervivencia segiin edad y variables

clinicas (analisis univariante). BUN: Nitrégeno no ureico.
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Supervivientes Exitus 2
umi (n=292) (n=T77) X P

Insuficiencia respiratoria aguda lelE) ol G0 ns.

Shock 156 (53,4) 73(96,1) 46,62  <0,001

— 40 (14,2) 26(347) 16,36  <0,001

I . 191 (65,6) 74 (97,4) 30,23  <0,001
Ventilacion mecanica

110 (41,7) 45(83,3) 31,15 <0,001

FMO

Bacteriemia 70 (24) 10 (13,0) 4,33 0,03

N 104 (35,6%) 16 (20,8) 6,11 0,01
eumococo

Tabla 7.12. Pacientes ingresados en UMI. Supervivencia segiin complicaciones
(andlisis univariante). Neumococo (identificacién microbioldgica).

UmMI

()
(n = 369) OR (IC 95%) P
Shock 9,72 (2,83-33,36) <0,001
FMO 3,46 (1,47-8,13) 0,004
Ventilacion mecanica 21,85 (2,91-164,03) 0,003

Tabla 7.13. Anadlisis multivariante de los variables predictoras de
mortalidad. Grupo de UMI.

7.2. Susceptibilidad.

Para poder evaluar la influencia de las variables genéticas en el pronoéstico de
la NAC, se procedi6 al andlisis de las frecuencias alélicas observadas y las
esperadas los SNPs de los genes FER y FOX0O3A. Al igual que en el grupo control, la

diferencia de frecuencias no fue significativa, por tanto, dichos SNPs también se
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encontraban en equilibrio de Hardy-Weinberg en la cohorte de pacientes.
[gualmente, se compararon las frecuencias alélicas y genotipicas para los SNPs a
estudio en los pacientes con NAC con aquéllas observadas en el grupo control

(tablas 7.14 y 7.17).

Controles NAC X? p

C: 247 (13,6) C: 252 (13,2)

T: 1563 (86,4)  T: 1656 (86,8) 015 0,69
rs62375529
n =1810 n =1908
C: 325 (16,6) C: 269 (15,1)
T: 1627 (83,4) | T: 1517 (84,9) 1,76 0,118
rs4957796
n =1952 n =1786
G: 213 (10,5) G: 193 (9,7)
T:1825(89,5)  T: 1795 (90,3) 063 0,34
rs12212067
n =2038 n =1988

Tabla 7.14.- Frecuencias alélicas de los polimorfismos estudiados en pacientes
con NAC y en grupo Control; expresado como n (%).

7.3. Complicaciones

7.3.1. Sepsis, sepsis grave y shock séptico

Se compararon las frecuencias genotipicas entre los pacientes que

presentaron estas complicaciones frente a los pacientes que no las desarrollaron y
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grupo control (tablas 7.1 y 7.15). No se observaron diferencias significativas en las
frecuencias observadas de los polimorfismos seleccionados de FER (rs4957796,

rs62375529) y FOX03A (rs12212067).

SNPs - genotipos NO SEPSIS AV SEPSIS GRAVE | SHOCK SEPTICO
N % N % N % N %
cc 1 0,5% 6 1,4% 6 5,1% 7 3,7%
FERrs62375520  CT 50 24,6% 91 21,7% 23 19,7% 39 20,7%
n 149 749%| 322 768% 88 752% | 142 755%
N 200 419 17 188
cc 2 11% 9 2,3% 6 5,6% 6 3,4%
FERrs4957796 cT 48 255% 95  24,0% 24 22%| 47 26,7%
8 135 734%| 202 737% 78 722% | 123 69,9%
N 185 396 108 176
GG 3 1,6% 8 1,8% 0 0,0% 1 0,5%
FOXO3rs12212067 GT 34 17,6% 75 16,9% 22 17,6% 34 16,8%
n 157 80,8% | 361  813%| 103  824%| 167  827%
N 194 444 125 202

Tabla 7.15. Asociacién genotipo y sepsis; expresado como N y %.

7.3.2. Bacteriemia

No se observaron diferencias significativas en la frecuencia de los genotipos
de los pacientes que presentaron bacteriemia en comparacién con los que no

presentaron esta complicacidon (tabla 7.16).

7.3.3. Sindrome de distrés respiratorio agudo

Al comparar las frecuencias genotipicas en los polimorfismos seleccionados
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entre el grupo de pacientes que desarroll6 SDRA frente a los que la desarrollaron,

las diferencias no alcanzaron significacion estadistica (tabla 7.16).

7.3.4. Fracaso multiorganico (FMO)

La distribucién de frecuencias genotipicas en el grupo de pacientes que
presentd fracaso multiorganico no fue significativamente diferente a los que no

desarrollaron esta complicacion (tabla 7.16).

7.3.5. Insuficiencia renal aguda

Las diferencias observadas no fueron estadisticamente significativas, en
cuanto a las frecuencias genotipicas entre los enfermos con NAC que desarrollaron
insuficiencia renal aguda y los pacientes sin dicha complicacién, para ninguno de

los SNPs estudiados (tabla 7.16).

Bacteriemia SDRA FMO Insuf Renal aguda
no si no si no si no si

N % N % N % N % N % N % N % N %

FERrs62375529 CC|16 20% | 4 33% |18 21% |2 35% |13 18% | 6 42% (11 16% | 9 3,6%
CT (173 216% | 30 24,6% | 186 21,9% |11 193% | 167 229% | 24 16,7% | 160 239% | 42 16,7%
TT | 613 76,4% | 88 72,1% | 645 76,0% |44 77,2% | 548 75,3% | 114 79,2% | 498 74,4% | 200 79,7%
N | 802 122 849 57 728 144 669 251

FERrs4957796 CC |19 25% | 4 34% |22 28% |1 18% |17 25% | 6 44% |16 26% | 7 29%
CT (183 245% | 31 26,3% | 197 24,7% |12 21.8% | 169 24,9% | 31 23,0% | 162 259% | 51 21,4%
TT | 545 73,0% | 83 70,3% | 578 72,5% |42 76,4% | 493 72,6% | 98 72,6% | 447 71,5% | 180 75,6%
N | 747 118 797 55 679 135 625 238

FOXO3rs12212067 GG | 11 1,3% | 1 08% | 12 14% | 0 0% 11 14% | 1 T% 9 13% | 3 1,1%
GT (140 16,6% | 25 20,5% | 148 16,8% |14 212% (130 17,1% | 29 19,1% [ 123 17,8% | 42 156%
TT [ 692 82,1% | 96 78,7% | 722 81,9% |52 78,8% | 620 81,5% | 122 80,3% | 560 80,9% | 225 83,3%
N | 843 122 882 66 761 152 692 270

SNPs - genotipos

Tabla 7.16 . Asociacién genotipo y complicaciones; expresado como N y %.
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7.4. Mortalidad

Comparamos las frecuencias genotipicas y alélicas entre el grupo de
pacientes con NAC supervivientes y fallecidos sin que se observaran diferencias

significativas para ninguno de los polimorfismos estudiados (tabla 7.17).

Mortalidad 28 dias Exitus
SNPs - genotipos CTRL NAC no si no si
N % N % N % N % N % N %
FERrs62375529 CC| 21 23% |22 23% |17 20% 3 56% |17 20% 3 38%
CT | 205 22,7% [ 208 21,8% | 194 224% 9 16,7% | 189 22,3% 14 17,9%
TT | 679 75,0% | 724 759% | 656 75,7% 42 778% |640 757% 61 78,2%
N | 905 954 867 54 846 78
FERrs4957796 CC| 25 26% |24 27% |21 26% 2 38% |21 27% 2 26%
CT | 275 282% | 221 24,7% | 202 249% 12 23,1% | 197 250% 17 21,8%
TT | 676 69,3% | 648 72,6% | 587 72,5% 38 73,1% |569 72,3% 59 75,6%
N | 976 893 810 52 787 78
FOXO3rs12212067 GG | 15 15% | 12 12% |12 13% 0 0% |12 14% 0 ,0%
GT | 183 18,0% | 169 17,0% | 156 17,3% 9 150% | 152 17,4% 13 14,6%
TT | 821 80,6% [813 81,8% | 734 81,4% 51 850% |712 81,3% 76 854%
N | 1019 994 902 60 876 89

Tabla 7.17. Asociacién genotipo y mortalidad expresado como N y %. Exitus: muertes
hospitalarias totales. CTRL (controles).

Control NAC Dominante Recesivo
N=905
TT=75.0%
62375529 N=954 OR=1.40 OR=3.7
rs CT=22.7%
Ref=TT
N=976
TT=69.3%
4957796 N=893 OR=1.35 OR=3.31
s CT=28.2%
Ref=TT
N=1017
TT=80.6%
12212067 N=994 R=1.43 R=6.3!
rs 06 GT=18.0% 99 0 (0] 9

Ref=TT
tabla 7.18 comparaciéon NAC vs Controles. Valores detectables de OR para los

diferentes SNPs, segin modelo dominante o recesivo, para los tamafios de muestra
empleados (potencia estadistica >85% con umbral de significacion 0,05).
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Un aspecto relevante de esta Tesis fue proporcionar datos clinicos y
epidemioldgicos propios y actualizados, asi como identificar factores predictores
de mortalidad a partir de una cohorte de pacientes adultos hospitalizados por NAC.
La relevancia del estudio es su disefio (multicéntrico y prospectivo), la
homogeneidad de la poblacion (caucasica y de nacionalidad espafiola) y el tamafio
de la cohorte (n=1069), requisitos previos para no limitar metodolégicamente la
validez de los resultados nuestro estudio genético y comparar los hallazgos

epidemioldgicos y clinicos con los aportados por la literatura médica

En nuestra cohorte, Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae) es el principal
agente causal de la NAC que requiere ingreso hospitalario. Diversos estudios
centrados en la epidemiologia de la neumonia neumocdcica, defienden que aunque
las comorbilidades tengan relevancia en la evolucion del paciente, su influencia se
pondera en exceso sobre la gravedad de las manifestaciones clinicas (121,122).
Por otra parte, los diferentes escalas pronosticas utilizadas en la practica clinica
(PSI, APACHE 1], etc.) no incluyen a la etiologia de la NAC o a la bacteriemia como
variables prondésticas relevantes.

Con la finalidad de aportar informaciéon complementaria y atenuar las
limitaciones prondsticas de estas escalas, algunos estudios se tratan de identificar
nuevas variables clinico-analiticas como la elevacion de la proteina C reactiva
(123,124), la hipoalbuminemia (124,125) o el uso previo de antibioticos (126).
Otros autores disefan sistemas multivariables para la toma de decisiones. Asi
recientemente, Cilloniz et al. en un estudio prospectivo con 372 pacientes con

diagnodstico de NAC en un servicio de urgencias, el riesgo de bacteriemia era

93



UNIVERSIDAD DE LAS PALMAS
DE GRAN CANARIA Discusion

elevado en aquellos enfermos 2 50 afios, con dolor pleuritico y valores de proteina
C reactiva 222.945 mg/dl; la probabilidad de bacteriemia fue 49,4% cuando
concurrian estos tres factores de riesgo y 0,7% cuando ninguno de ellos estaba
presente (127). El diagnéstico etiologico se establecié en 124 (33%) casos y el
patégeno mas frecuentemente aislado en su serie fue S. pneumoniae (50% de los

pacientes)

Papel de la bacteriemia en el prondstico

La bacteriemia tradicionalmente se ha asociado con mal prondstico en los
pacientes con NAC. En un estudio de la NAC en la era pre-antibiética, Tilghman et
al. llam6 la atenciéon sobre la alta mortalidad en adultos con neumonia
neumococica bacteriémica (78%), en comparacion con 28% en aquellos con
neumonia neumococica no bacteriémica. Ya en la década de los 60, Austrian y Gold
reportaron una tasa de mortalidad del 17% en los adultos con neumonia
neumococica bacteriémica tratados con penicilina (128); durante las ultimas cinco
décadas esta tasa de mortalidad se ha mantenido estable y sin grandes cambios

(129).

En nuestra poblaciéon de estudio, El 12,7% de los pacientes (hospitalizacion
vs UMI 8,1 vs. 21,7%) presentaron bacteriemia. La mortalidad de toda la cohorte
no estuvo asociada a dicha complicacion, sin embargo, el analisis univariante del
grupo de UMI mostro6 diferencias en la mortalidad relacionadas con la bacteriemia

(exitus vs. supervivientes 13,0 vs. 24,0%, p= 0,003).
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S. pneumoniae es el principal patégeno responsable de NAC bacteriémica y la
bacteriemia es mas forma invasiva mas frecuente de NAC neumocdcica y
enfermedad neumococica invasiva (ENI) (128,130). La prevalencia de la
colonizacidn nasofaringea, invasividad e incidencia de la enfermedad neumocdécica
difiere segun serotipos de S. pneumoniae (131,132) Existen evidencias de que la
distribucién de serotipos varia con la edad del paciente y que la invasividad por S.
pneumoniae no significa necesariamente virulencia o letalidad (133). Los serotipos
"con baja invasividad" (serotipos L o low invasiveness) habitualmente son
responsables de mas altas tasas de letalidad (CFR). Lujan et al. (134) demostraron
en una serie prospectiva de 299 casos de neumonia neumocoécica bacteriémica que
el aislamiento de “serotipos L” de neumococo (3, 6A, 6B, 8, 19F, y 23F) fue un
factor de riesgo independiente de mortalidad a 30 dias (OR 7.02, 95% CI 1.72-
28.61). Conclusiones similares se aportaron en un meta-analisis sobre neumonia
neumocoécica bacteriémica, sefialando al serotipo como un factor predictor
independiente de mortalidad (132). Asi, aquellos serotipos asociados a una mayor
de riesgo de mortalidad (3, 64, 6B, 9N y 19F) tendian a una mayor prevalencia de
portadores nasofaringeos, a baja invasividad y estaban, en mayor medida,
encapsulados in vitro (131). Marrie et al. (130) demostraron que en una cohorte de
1154 pacientes con ENI, 163 enfermos (14,1%) murieron dentro de los primeros
30 dias y mas de la mitad (62,6%) de las muertes ocurrieron en los primeros 5 dias
de ingreso, siendo el serotipo infectante de alta mortalidad (220% de letalidad)
uno de los factores que contribuyeron a la mortalidad precoz (5 primeros dias de

ingreso).
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En nuestro grupo de UMI, 18 pacientes (23,3%) fallecieron en los 5 primeros
dias, todos con puntuaciones de FINE 4 6 5 y APACHE II 2 17; el diagnostico
microbiologico se obtuvo en 9 enfermos (6 de ellos neumococo) con un sélo caso

de NAC neumocdcica bacteriémica.

Dado que la mortalidad, en el grupo de pacientes de UMI, no pudo atribuirse
a una mayor comorbilidad (19,7% vs 32,9%, p= 0,026) ni a mala adherencia al
cumplimento terapéutico, la NAC por serotipos de S. pneumoniae de baja
invasividad/alta letalidad podrian estar implicados en parte de la mortalidad

microbiolégicamente “oculta” de este grupo.

En nuestra cohorte global hubo diferencias significativas en la media de PSI
entre los pacientes con bacteriemia y sin bacteriemia (p < 0,001), sin embargo, al
completar el estudio de variables con el analisis multivariante, la bacteriemia no
demostroé ser un factor independiente de prediccion de supervivencia, observacion
similar a la realizada por otros autores (121,135). Esto parece resaltar la
importancia de los factores del huésped en la evolucién de la enfermedad y, a su
vez, limite la relevancia de la bacteriemia y la relacién entre el serotipo

neumococico y mortalidad (123,129,135).

Comorbilidades en el prondstico de la NAC

Una caracteristica de nuestro estudio fue la alta prevalencia de
comorbilidades (71,6% en hospitalizacién, 69,8% en UMI); sin embargo no

demostraron tener relevancia prondstica ni en la cohorte total ni en el analisis por
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grupos (hospitalizacidon general vs. UMI) de los enfermos. Otros autores han fue
llegado a conclusiones similares en cohortes multicéntricas de pacientes con NAC
(121,122); en ellas, el prondstico de la NAC fue dependiente sélo de las
complicaciones relacionadas con la sepsis y las asociadas al ingreso en una UMI asi
como de la eleccién de un tratamiento antimicrobiano adecuado. En nuestro

estudio, el 96,6% de los pacientes recibid antibioticos segun las guias ATS/IDSA.

Edad y prondstico del paciente con NAC

La NAC es una enfermedad vinculada a las edades extremas. En nuestra
cohorte de pacientes con NAC y en concordancia con otros estudios, la edad fue
una variable asociada significativamente a mayor mortalidad en los pacientes

ingresados en hospitalizacion general.

La edad es un fuerte predictor de mortalidad incluso en pacientes sin
comorbilidades (129). Aunque esta susceptibilidad podria deberse a
comorbilidades no identificadas otra explicaciéon plausible es 1la
inmunosenescencia. El envejecimiento se asocia con cambios en la respuesta
inmune innata y adaptativa, tales como una alteracién funcional de macroéfagos con
deficiente procesamiento y presentacion de antigenos a células T, un cambio de
respuesta de citoquinas TH1 a THZ o una menor produccién de anticuerpos tras
vacunacion frente a la gripe (136). A nivel experimental, los macr6fagos de ratones
senescentes poseen una respuesta pro-inflamatoria defectuosa frente a S.

pneumoniae (producen menos TNFa, IL-1p e IL-6 tras sefializaciéon por TLR-2)
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(137). Estos defectos de senalizacion TLR-dependientes relacionados con la edad
contribuiria a explicar, de ser extrapolable a humanos, la mayor susceptibilidad a

la NAC en las personas de edad avanzada.

Papel de los estudios genéticos de susceptibilidad en la NAC.

El sistema inmunitario es muy eficiente desde una perspectiva poblacional y,
en conjunto, la especie humana puede considerarse inmunocompetente, como
queda acreditado por la supervivencia de la especie durante mas de 200.000 afios a
pesar de la abundancia y diversidad de microorganismos. Sin embargo, desde el
punto de vista individual, el sistema inmune es mas deficiente que otros sistemas
fisioldgicos y los defectos innatos de la inmunidad son mas la norma que la
excepcion. A pesar de una adaptacién gradual evolutiva de nuestros genes, la
mayoria de los individuos son y son intrinsecamente vulnerables a las infecciones.

(48)

Desde una perspectiva evolucionista, los agentes patégenos han ejercido una
poderosa influencia en la diversidad genética humana. En el caso particular de la
NAC, diversas razones hacen que el conocimiento de los aspectos genéticos sea de
gran interés: a) la variabilidad genética puede ser un factor de riesgo y un indicador
pronostico (p. ej., desarrollo de sepsis, fracaso multiorganico); b) el estudio de los
genes ayudara a identificar vias patogénicas y descubrir las bases moleculares de la

respuesta a los farmacos (farmacogenética) y c) los genes pueden representar, en un
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futuro proximo, una diana en el tratamiento (terapia génica).

Hay estudios bien conocidos de agregacion familiar, fundamentalmente en
inmunodeficiencias primarias, en las que un patron de herencia monogénico define

a un fenotipo con susceptibilidad a infecciones habitualmente graves.

Los estudios epidemioldgicos apoyan el papel determinante de la herencia en el
pronostico de la infeccion. Una de las primeras observaciones que avalaron esta
posibilidad fueron los estudios de adopcion de Sorensen y colaboradores que
encontr6 en una larga cohorte de adultos que el riesgo de muerte prematura por
causa infecciosa ara elevado cuando alguno de sus padres habian fallecido por
infecciones (49). Por tanto, la capacidad de respuesta de la inmunidad a una
infeccion estaria determinada por las diferencias genéticas entre los individuos que,
a su vez, podrian explicar la diversidad de manifestaciones clinicas entre individuos,
Tal es el caso de la sepsis, que representa una respuesta inflamatoria aguda no
especifica y desproporcionada frente a una presunta o comprobada infecciéon por
diversos microorganismos y puede evolucionar a la disfunciéon organica maultiple y

muerte del sujeto que la padece.

Los estudios de asociacion genética han sido los mas utilizados y con mayor
éxito en la deteccion de factores genéticos de susceptibilidad a enfermedades
complejas o poligénicas. Aunque su disefio admite multiples variaciones, en esencia
en estos estudios se trata de elegir un gen candidato, cuya principal caracteristica es
que tenga importancia funcional,, para posteriormente identificar algunos de sus

polimorfismos y analizar si los alelos de esos loci polimoérficos se asocian con un
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rasgo fenotipico determinado o con la frecuencia de una enfermedad. La asociacion

entre el genotipo y el fenotipo se realiza a través de asociaciones estadisticas.

Sin embargo, los estudios de asociacién genética, en la sepsis, han aportado
evidencias contradictorias sobre el efecto de un polimorfismo concreto, lo que

dificulta la replicacion de los resultados .

Los estudios de asociacion de genoma completo (GWAS) se basan en una
aproximacion diferente: explorar todo el genoma sin hipoétesis previa, es decir, sin
necesidad de elegir previamente los genes candidatos, proporcionando un método
razonablemente no segado para encontrar factores de riesgo genético para la

enfermedad.

Recientemente Rautanen et al. identificaron un polimorfismo no sinénimo
(SNP rs4957796 C-T) en el gen FER, como una variante genética comun con
relevancia pronodstica, en el primer estudio de tipo GWAS publicado sobre
supervivencia en sepsis secundaria a neumonia (99). En el estudio, basado en un
meta-analisis de tres cohortes independientes y posterior replicacion en una cuarta
cohorte, la expresion del alelo menor C, con una frecuencia casi el 20% de la
poblacién europea, se asoci6 con una reduccion de la mortalidad por sepsis
secundaria a neumonia con un efecto inusualmente fuerte en comparacion con los
riesgos genéticos habitualmente detectados en otros rasgos complejos. Es
importante sefialar que se redujo la asociacidon entre SNPs y supervivencia cuando
se descartaron los casos de sepsis asociadas a neumonia sin patégeno responsable;

esto que indicaria un mayor tamafo de efecto e implicaria que causas no infecciosas
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de infiltrados pulmonares (vg. SDRA), no constituirian un factor de confusion para el

efecto observado.

El SNP identificado en el gen FER es intrdnico; este hecho es muy comun ya
que alrededor del 80% de las variantes de riesgo identificadas en los GWAS sobre
enfermedades complejas residen en regiones intergénicas o regiones intronicas no

codificantes.

Sin embargo, la falta de evaluacion funcional del SNP identificado en el trabajo
de Rautanen y colegas solo permite establecer una aproximacion al mecanismo de la
enfermedad. El gen FER codifica para un receptor tirosin-kinasa (TK) no
transmembrana de expresion ubicua. Mediante su acoplamiento a receptores de
factores de crecimiento, esta TK interviene en la maquinaria contractil de la actina y
miosina, regulando procesos celulares (adhesion célula-célula, quimiotaxis de
neutrofilos) relacionados, al menos, con la inmunidad innata del huésped frente a

patégenos.

Por otra parte, encontrar una asociacion significativa no implica que ese
polimorfismo genético sea el responsable del efecto clinico estudiado. Ello se debe a
que los genes que se encuentran muy proximos tienden a heredarse en bloque,
(desequilibrio de ligamiento, figura 7.1) y, por tanto, el polimorfismo en cuestiéon
puede que sélo sea un marcador de la variabilidad genética en otra posicion del
mismo gen o de otro gen vecino que pudieran ser los verdaderos responsables del
fenotipo estudiado. Por ello, cuando se encuentra una asociaciéon entre una

enfermedad y un determinado SNP de un gen, se deben investigar otros SNPs en la
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misma region y comparar la fuerza de la asociacion con diferentes combinaciones de

polimorfismos ligados o haplotipos. En el caso de la NAC y sepsis secundaria es de

gran importancia dado que es la combinacién de diferentes polimorfismos y la

interaccién entre los factores genéticos y los ambientales es lo que muy

probablemente determine las diferencias en la susceptibilidad y formas de

presentacion de la enfermedad.

Fenotipo de
enfermedad
Asociacion Asociacion
INDIRECTA DIRECTA
Haplotipo
Marcador Variante etioldgica

Desequilibrio de
ligamiento

Figura 8.1: Estudios de asociacién. (adaptada de ref. 138)

En la seleccion de casos y controles en los GWAS, ademas de considerar los

criterios diagnosticos bien definidos de la enfermedad que se esta investigando, es

fundamental que la seleccion se realice dentro del mismo grupo étnico.

Recientemente, Hirschhorn et al, en un analisis sistematico de la bibliografia en

relacién con los estudios de asociacion refieren que uno de los errores mas

frecuentes que determina la aparicion de falsos positivos (error estadistico tipo 1),
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son las diferencias étnicas entre los casos y los controles, lo cual demuestra la
importancia de tales replicaciones para corroborar la validez de un factor de
susceptibilidad. En el estudio de Rautanen et al. no hay informacién especifica sobre

el grado de homogeneidad étnica de los participantes en el estudio (139).

En nuestro estudio, cuando analizamos la distribucién de las frecuencias
alélicas y genotipicas en relacion al prondstico no encontramos asociacidn
significativa entre las variantes de los SNPs estudiados (rs4957796, rs62375529,
rs1221206) con la supervivencia. Estos resultados, respecto al SNP rs4957796 del
gen FER, son concordantes con los recientemente publicados por Shonenweck y
col. (100) que, con 298 pacientes sepsis secundaria a neumonia, no pudieron
replicar los resultados del estudio de Rautanen et al.; sin embargo, el estudio de
Shonenweck, en su replicacidn, sélo incluian a pacientes con sepsis grave y estaba
limitado a la mortalidad. Nuestro estudio amplia el analisis a un grupo de pacientes
con NAC sin sepsis grave lo que nos permiti6 evaluar una posible asociacion entre
dicho SNPs con diferencias en la predisposicion a formas mas graves (NAC con
sepsis grave y shock, séptico) bacteriemia y complicaciones (SDRA, FMO). No
encontramos una asociacion del SNPs rs4957796 ni de los otros SNPs incluidos en
estudio (rs4957796, rs62375529, rs1221206) con la predisposicion a formas mas
graves de la enfermedad ni con la susceptibilidad a la NAC. Para el caso de estas
variantes génicas en el estudio de las NAC, el tamafio de la muestra fue suficiente
para detectar diferencias estadisticamente significativas una potencia estadistica >

85% (o = 5%).
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No existe una explicaciéon simple para esta discordancias; aunque la
susceptibilidad a la NAC, sepsis grave y shock séptico pudiera estar genéticamente
determinada, el fenotipo identificable seria consecuencia de interacciones
complejas entre factores exdgenos (tipo y virulencia del microorganismo, tamafio
del inoculo, adecuacion del tratamiento antibiotico empirico inicial, etc.) y
endogenos (edad, sexo, malnutriciéon, comorbilidades, etc.) con el genotipo. Por
ello, es dificil determinar la contribucion que tiene un SNP, u otros SNPs en el
mismo gen, en el contexto de otros muchos factores que pueden no ser faciles de

controlar en estudios clinicos.

En todo caso, conviene resaltar que los GWAS estan originariamente
disefiados para detectar nuevos hallazgos bioldgicos; en el caso particular de los
SNPs de nuestro estudio, no poder replicar sus resultados cuestionan su utilidad

clinica en la prevenciodn, eleccion de tratamiento o estratificacion de riesgo (100).

En general, el hecho de que el fenotipo de un individuo dependa de la
combinacion especifica de alelos en dos o mas loci, podria sugerir que éste se
debiera a la interaccidn o epistasis entre dichos alelos. Tal seria el caso de los SNP
sinénimo (rs12212067T — G) identificado en el gen FOX03A, cuya expresion esta
asociada a wuna evolucion mas benigna de enfermedades autoinmunes o
autoinflamatorias (enfermedad de Crohn y artritis reumatoide) aunque con un
mayor riesgo de desarrollar formas graves de ciertas infecciones como la malaria
(112). En nuestro estudio no demostramos diferencias significativas en la

susceptibilidad y/o evolucion de la NAC ligadas la expresiéon de dicho SNP, aunque
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pudiera atribuirse a que el efecto de dicho SNP adquiera mayor relevancia ante

ciertos tipos de infeccion (140).

En este sentido, lo deseable seria que, en un contexto clinico equiparable, todo
factor genético de susceptibilidad o proteccion fuera valorable en cualquier cohorte

independiente incluso para un escaso nimero de pacientes.

Si tenemos en cuenta todos los factores mencionados previamente y los
resultados los GWAS, se puede comprender la confusidn reinante respecto al papel
que desempenan determinados polimorfismos en el efecto biolégico o riesgo de

enfermedad.

El presente estudio presenta varias virtudes. En primer lugar, se trata de un
estudio multicéntrico y con un amplio tamafio muestral, con lo que se minimizan los
errores tipo Il y facilita la extrapolacion de los resultados a otras instituciones. En
segundo lugar, las poblaciones estudiadas son étnicamente homogéneas. Es bien
conocido que la frecuencia de los diferentes SNPs varia segun las diferentes etnias
(141), de manera que si un grupo étnico esta predispuesto a desarrollar una
enfermedad por razones exclusivamente socioculturales, todo polimorfismo que se
observe con mas frecuencia en esa poblacion tendera a asociarse con la enfermedad,
y por tanto, se pueden encontrar “asociaciones genéticas” que pueden reflejar
simplemente diferencias étnicas y no la existencia de genes de susceptibilidad. El
hecho de que en nuestro estudio todos los sujetos fueran espafioles de raza
caucasica, da consistencia a los resultados. En tercer lugar, el fenotipo estudiado es

homogéneo, lo que es un aspecto clave en cualquier estudio cuyo objetivo sea
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detectar los genes asociados a un fenotipo clinico. Aunque esto puede ser
relativamente facil en algunas enfermedades, es mas complicado de establecer en
otros cuadros infecciosos, como la sepsis, cuyas manifestaciones clinicas, evolucion
y etiologia pueden ser muy variables. Sin embargo, la NAC ofrece la oportunidad de
estudiar un grupo de pacientes con una menor incertidumbre diagndstica y menor
variabilidad en cuanto al agente etiologico. En cuarto lugar y a diferencia del estudio
de Rautanen et al,, en nuestra replicacién evaluamos -por separado- la asociacién de
los SNPs del gen FER con cada una de las formas de gravedad de la sepsis

relacionada con la NAC (sepsis, sepsis grave y shock séptico).

Si bien estos genotipos no se asociaron a una mayor tasa de bacteriemia, el
escaso numero de pacientes con esta complicacion no permite extraer
conclusiones definitivas. Tampoco pudo observarse ninguna relacién entre el

genotipo y la predisposicion a la infeccion por patogenos especificos.

Por otra parte, hay algunas limitaciones que deben ser mencionadas. Aunque
se siguieron unas pautas de antibioterapia para la NAC y protocolo de manejo de la
sepsis y del shock séptico de acuerdo a las recomendaciones vigentes, ciertas
variables no controladas pudieran haber influido en el prondstico (infusién de
liquidos, administracion de Proteina C recombinante etc.), En segundo lugar,
aunque la muestra estudiada es muy importante, el estudio puede ain puede tener
un limitado poder estadistico para detectar diferencias pequefias aunque
significativas. Los GWAS han identificado cientos de variantes genéticas que se

asocian a enfermedades complejas y que, en la mayoria de los casos, s6lo confieren
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pequefios incrementos de riesgo. Parece que hay un gran componente de
heredabilidad que, de alguna manera, ain evade cualquier posibilidad de
deteccidn. Entre las posibles explicaciones para este "heredabilidad ausente” se
incluirian, la existencia de un gran nimero polimorfismos con un efecto pequefio
aun no encontrados o la presencia de variaciones estructurales o epigenéticas

raras aun no detectables por la tecnologia de genotipado actual (142).

Un hecho inherente a todas las enfermedades complejas, como son las
enfermedades infecciosas, es que la magnitud del efecto de una variante
polimérfica sobre el fenotipo es generalmente débil y dependiente de las
interacciones con otros genes o entre los genes y factores ambientales de dificil
deteccién. De hecho, la situacidon clinica mas probable seria la existencia de
multiples mutaciones, con efectos menores en la produccion de las moléculas
implicadas o en su funcién pero que, en conjunto condicionarian una mayor
repercusion en la defensa frente a la infeccion. Averiguar la relativa contribucién y
la interaccidon entre todos estos polimorfismos, y otros aun no determinados,

requeriria una extensa base de datos genética y clinica.
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Fig 8.2. Variantes genéticas de segin frecuencia alélica y fuerza del efecto genético (odds
ratio). El mayor énfasis e interés radica en la identificacién de las asociaciones con las
caracteristicas que se muestran entre lineas diagonales de puntos. Adaptado de Manolio con
autorizacion, ref 142)

Por tanto, los retos mas inmediatos en la genética de las enfermedades
infecciosas deberan centrase en: 1) descifrar genéticamente nuevas I[DP
monogénicas graves; 2) investigar la frecuencia de alelos mérbidos y su penetrancia
clinicas real; 3) explorar las interacciones entre el genoma humano y los genomas
de los microorganismos; 4) profundizar en las bases mendelianas de la resistencia a
infecciones viricas graves (gripe aviar, ébola, etc); 5) analizar el componente
hereditario de las infecciones del adulto, considerando aspectos inmunologicos y
epigenéticos; 6) estudiar genéticamente la relacion entre numerosas infecciones
pediatricas organo-especificas y la contribucion de la inmunidad intrinseca. Todo
ello nos permitira profundizar en el papel fisioldgico y patologico de células y

moléculas, proporcionar consejo genético a las familias afectadas y desarrollar

108



UNIVERSIDAD DE LAS PALMAS
DE GRAN CANARIA Discusién

tratamientos mas especificos y con abordajes diferentes. La administracion de [FN-y

exdgeno en pacientes con micobacteriosis es solo un ejemplo (54).
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Nuestros resultados no respaldan que los SNPs estudiados los genes FER y
FOXO03A jueguen algun papel en la susceptibilidad ni en el prondstico de la

NAC.

Asi pues, podemos concluir que:

1. La expresion del SNP rs4957796 del gen FER no se asocia a una diferente
susceptibilidad, al desarrollo de sepsis en sus diferentes formas de
gravedad ni a diferencias en la mortalidad en los pacientes hospitalizados

por NAC.

2. La expresion del SNP rs62375529 del gen FER no determina cambios
significativos en susceptibilidad, desarrollo de sepsis en sus diferentes

formas de gravedad ni en la mortalidad en los pacientes hospitalizados por

NAC

3. La expresion del SNP rs12212067 del gen FOXO3A no se asocia
significativamente a una diferente susceptibilidad, al desarrollo de sepsis
en sus diferentes formas de gravedad ni distinta mortalidad en los

pacientes hospitalizados por NAC
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