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1.- INTRODUCCION

La neumonia adquirida en la comunidad (NAC) es la infeccion que con mayor frecuencia
justifica el ingreso de un paciente en el hospital y la causa mas frecuente de muerte de origen
infeccioso en paises desarrollados (1). La etiologia de la NAC varia segun los grupos poblacionales
y las zonas geograficas estudiadas, las técnicas diagndsticas y los criterios microbiologicos
empleados, la apariciéon de brotes epidémicos y la administracion previa de antibidticos. Los
patogenos mas comunes responsables de NAC son Streptococcus pneumoniae, Haemophilus
influenzae, microorganismnos atipicos y virus respiratorios. La frecuencia relativa de cada uno de
estos patdogenos depende fundamentalmente de la gravedad del cuadro clinico. En la mayoria de los
estudios epidemioldgicos no se puede demostrar una etiologia especifica en cerca de la mitad de los
casos, aunque probablemente la mayoria de estas neumonias de etiologia desconocida se deban a S.

pneumoniae ( 2-3).

La incidencia de NAC en adultos oscila entre 1,6 y 13,4 casos por cada 1.000 habitantes, con
tasas significativamente superiores en las edades extremas de la vida y en varones. Las tasas de
hospitalizacion fluctian entre un 22% y un 61% de los pacientes, de los que un 6-10% requeriran
cuidados intensivos. Ademas, la NAC también es la causa mas frecuente de muerte de origen
infeccioso (2-3). Si se consideran s6lo los pacientes tratados de forma ambulatoria, la mortalidad no
supera el 1%. Por el contrario, en los pacientes hospitalizados por NAC la mortalidad esta en torno
al 15% de los pacientes ingresados por este motivo, pero puede alcanzar tasas del 25% al 54% en el
grupo de pacientes ingresados en la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI) (4,5). De hecho, una de
las decisiones mas importantes a tomar en los pacientes con NAC atendidos en el Servicio de

Urgencias es decidir el lugar donde deben ser tratados. El reconocimiento de los pacientes con una

1
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NAC grave permitiria una adecuada monitorizacidon y un tratamiento precoz de las complicaciones,
lo que constituye un aspecto clave a la hora de reducir la mortalidad. Sin embargo, la valoracion
clinica de la gravedad no es facil. Muchos autores consideran que la NAC es grave cuando precisa
ingreso en UCI, pero ello depende, en gran medida, del juicio clinico del médico que atiende al
paciente y de ahi la amplia variacion en el porcentaje de NAC ingresadas en la UCI entre los
distintos hospitales. Se han desarrollado diferentes sistemas de puntuacion y modelos de prediccion
con la intencién de ayudar al clinico a identificar precozmente los casos con un peor pronostico
(3,6-9). Aunque utiles, ninguno de estos sistemas es suficientemente exacto para decidir el ingreso
en UCI y deben contemplarse, mas bien, como elementos suplementarios a la evaluacion clinica de

la gravedad (3, 10-11).

El pronostico de los pacientes con NAC depende de las comorbilidades del paciente, de la
naturaleza y gravedad de la infeccion, del tipo e intensidad de la respuesta del huésped y del grado
de disfuncion organica (1). Las citocinas constituyen un grupo heterogéneo de pequefios
polipéptidos solubles que forman parte de una red compleja que regula la respuesta inmune e
inflamatoria. Casi el 50% de los pacientes ingresados por NAC desarrollan sepsis grave en algin
momento del curso de su enfermedad, en muchos casos incluso en el momento de su ingreso en el
hospital (5). La magnitud de la respuesta inflamatoria frente a la infeccién debe ser proporcionada y
permanecer adecuadamente compartimentalizada para evitar el dafo tisular y los efectos sistémicos
de la misma, como son la disfunciéon miocérdica, la hipotension, la hipoperfusion de érganos vitales
y la acidosis lactica. En general, los niveles plasmaticos de los mediadores inflamatorios parecen
relacionarse con la gravedad de la neumonia o el desarrollo de sepsis y, de hecho, la progresion de
una neumonia puede ocurrir por el desequilibrio de la respuesta inflamatoria, incluso en presencia

de antibioterapia apropiada.
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La presentacion clinica de la NAC varia considerablemente. Se desconocen las causas exactas
que determinan esta variabilidad pero es probable que en ella estén implicados varios factores
relacionados con el microorganismo causante de la infeccion (capacidad de virulencia, indculo
bacteriano), elementos vinculados a la intervencion terapéutica como la rdpida administracion de un

tratamiento antibidtico efectivo y determinadas caracteristicas del huésped (3-4).

Son varios los factores que pueden explicar esta variabilidad. Factores ligados al patdgeno,
como su capacidad de virulencia o el tamafo del indculo y, muy especialmente, aquéllos ligados al
huésped como la edad o la presencia de enfermedades subyacentes. Sin embargo, en la practica
clinica seguimos observando que muchas de las muertes por neumonia siguen ocurriendo en sujetos
sin factores de riesgo ni enfermedades subyacentes, que la edad es un factor de riesgo, pero que mas
de la mitad de las muertes por neumonia neumococica bacteriémica siguen observandose en
pacientes con menos de 65 afios (6,12) 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 infeccion banal y autolimitada en otro. De hecho, es
posible que una NAC evolucione mal a pesar de un tratamiento antibidtico con espectro adecuado y
microorganismo sensible (13). Lo que conocemos en la actualidad de la fisiopatologia de la NAC
explica muchas de las manifestaciones clinicas especificas que observamos en la practica, pero no
aclara suficientemente por qué solo algunos pacientes sufren este tipo de manifestaciones o

complicaciones.

1.1- JUSTIFICACION DE LOS ESTUDIOS GENETICOS.

La configuracion genética del paciente nos ofrece una explicacion para comprender los
3
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motivos de esta gran variabilidad clinica de la NAC. Desde hace tiempo se sospecha que algunos
factores genéticos determinan la susceptibilidad y la resistencia a las enfermedades infecciosas
graves. Diversos informes procedentes de estudios en modelos animales, en grupos raciales, en
casos familiares y en gemelos, han presentado pruebas definitivas de la importancia de la genética
en las infecciones graves (14). Las estimaciones de la importancia de la genética del huésped,
independientemente de los efectos del medio ambiente, se pueden obtener también mediante
estudios en nifios adoptados. Sorensen et al (15), publicaron un estudio sobre las causas de muerte
prematura en familias con nifios adoptados en edad temprana. Encontraron que si los padres
biologicos habian muerto por una infeccién antes de la edad de 50 afios, su hijo tenia un riesgo
relativo de morir por infeccion de 5,81; mientras que por el contrario, el fallecimiento de los padres
adoptivos por una infeccién no conferia un mayor riesgo al hijo de fallecer por esta causa. Por tanto,
la conclusidon que se obtiene de este estudio es que la susceptibilidad y la respuesta a la infeccion

tiene una influencia genética sorprendentemente importante. (Tabla 1)

Tabla 1.- Efectos de las causas del fallecimiento sobre adoptados.

Padre/Mad Padre/Mad
Causa de muerte fallecidoaarzfes gergo anos fallecidoaarzfes ger7eo anos

Naturales

Biologico 1 ,98 1 ,49

Adoptivo 0,96 0,96
Infeccion

Biolégico 5,81 5,00

Adoptivo 0,73 1 ,OO
Vascular

Biolégico 4,52 1,92

Adoptivo 3,02 1 ,50
Cancer

Biologico 1 51 9 0,87

Adoptivo 5,1 6 1 ,49

Sorensen et al. N Engl J Med 1988; 318:727-32
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El estudio del genoma humano (GH) ha proporcionado un punto de partida para el analisis
sistematico de la diversidad génica en el hombre. El GH completo estd formado por unos 3,1
gigabases y, aunque se desconoce el nimero exacto de genes que contiene, se estiman en torno a los
20.000 o 25.000 genes, si bien solo la mitad tiene un patron de secuencia de bases que sugiere una
posible funcién. Una de las caracteristicas del GH con relevancia médica y social es que, como
promedio, dos individuos no relacionados genéticamente, comparten mas del 99% de sus
secuencias de ADN. Sin embargo, dado que existen més de tres mil millones de pares de bases en el
GH, la secuencia de ADN de dos personas difiere en varios millones de bases. A estas variantes nos

referimos habitualmente con la denominacion de polimorfismos (16,17).

1.2- ALGUNOS CONCEPTOS PREVIOS.

Un polimorfismo genético es, por tanto, una region del genoma que varia entre los individuos
de una poblacion. Esta variante alélica debe afectar a una porcidn significativa de la poblacion
normal, generalmente a mas del 1% (lo que excluye a las mutaciones espontaneas que pueden
ocurrir y extenderse a la descendencia, en el seno de una familia), y puede tratarse de la sustitucion
de un solo nucledtido, o afectar al nimero de secuencias cortas repetitivas (microsatélities y
minisatélites) de nucledtidos que constituyen mas del 50% del GH (16). Particularmente
importantes son los llamados polimorfismos de un solo nucle6tido (SNP). Los SNP son la forma
mas importante y frecuente de variacion en el GH y la mayoria de las diferencias genéticas entre
individuos es de este tipo. La diferencia puede radicar en la sustitucion, la insercion o la deleccion
de una base (17). Se cree que hay aproximadamente diez millones de estos polimorfismos en la
especie humana, lo que significa que unos diez millones de posiciones a lo largo del genoma (cada

300-500 nucleotidos) tienen variaciones frecuentes.
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Para que un polimorfismo sea relevante desde el punto de vista funcional, debe alterar bien la
cantidad o la calidad de la proteina que expresa el gen. Estos polimorfismos estan habitualmente
situados en la region promotora del gen, que es la zona que tiene la informacidon necesaria para
activarlo o desactivarlo y que por tanto condicionan el nivel de produccién de una proteina, o bien
en los exones, que son la region codificante del gen y que al modificar el aminoacido en la proteina
que codifica el gen, pueden alterar su funcion (17-18). Sin embargo, es importante sefialar que estos
polimorfismos funcionales son los menos frecuentes, pues con diferencia los mas comunes son los
que se localizan en los intrones, que son las regiones del gen que no se traducen en proteinas (18).
De cualquier forma, todos los polimorfismos tienen un valor potencial muy interesante como

marcadores genéticos.

Para algunas enfermedades, la mutacion en un solo gen es a la vez necesaria y suficiente para
producir el fenotipo clinico y provocar la enfermedad (19). En estos casos, los patrones de herencia
son sencillos y generalmente es posible rastrear el gen mediante analisis de ligamiento, que
comparan la segregacion de la enfermedad con la segregacion de marcadores genéticos en familias
con varios miembros afectos (19). En conjunto, se han identificado méas de 200 mutaciones
monogénicas importantes y poco frecuentes (no se puede hablar de polimorfismos en sentido
estricto) que se asocian con frecuencia a infecciones bacterianas recurrentes, y se detectan en la

infancia (20-21).

Sin embargo, la mayoria de los rasgos fenotipicos de las enfermedades comunes estan
determinados por muchos genes que colaboran en diferentes /oci, y carecen del patrén de herencia
simple (mendeliana) que caracteriza a las enfermedades monogénicas. Estas enfermedades

complejas o poligénicas son el resultado de la combinaciéon de diferentes factores genéticos y
6
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ambientales e incluyen enfermedades tan frecuentes como la diabetes, la hipertension o la
arteriosclerosis y, naturalmente, también la susceptibilidad y la respuesta a la infeccion. Estas

enfermedades tienen un patron de herencia no mendeliano (19).

La mayoria de las evidencias del papel genético en las infecciones procede de los estudios de
asociacion, en los que se compara la incidencia de mutaciones especificas (frecuencias alélicas) de
genes que se sabe o se presume que influyen en la intensidad de la respuesta inflamatoria en una
poblacién con infeccion y una poblacion control extraida del mismo grupo étnico (22-23). Los
requisitos que deben cumplir los estudios de casos y controles son basicamente cuatro:

1.- Las poblaciones deben ser étnicamente homogéneas. Un grupo étnico puede estar
predispuesto a desarrollar una enfermedad por razones exclusivamente socioculturales. En estas
circunstancias, una muestra aleatorizada de casos de la enfermedad contendra una proporcion de ese
grupo étnico mayor de la que se encuentra en la poblacion general y, por tanto, existe el riesgo de
encontrar aparentes “asociaciones genéticas” que pueden reflejar simplemente diferencias étnicas, y
no la existencia de genes de susceptibilidad.

2.- El polimorfismo del gen debe ser importante. Es decir, que la mutacion debe ser
suficientemente frecuente como para afectar a una porcidon significativa de la poblacion, y sus
efectos han de ser relevantes. Como ya se ha mencionado anteriormente, la mayoria de los SNP no
modifican la cantidad o la calidad del producto del gen, por lo que se denominan silentes (no
cambia el aminoacido a pesar de cambiar el nucledtido) o conservadores (aunque cambia el
aminoacido, éste es sustituido por otro de estructura similar que no modifica la funciéon de la
proteina). Por el contrario, los polimorfismos son importantes cuando modifican la regulacion del
gen (SNP del promotor o del potenciador) o la estructura primaria del gen (SNP de exdn). Es
preciso tener en cuenta, ademas, que aunque genes diferentes dentro de un mismo cromosoma

pueden determinar la susceptibilidad a la infeccién de forma independiente, también puede suceder
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que la asociacion observada entre un gen y una enfermedad solo esté reflejando lo que estd
sucediendo en un gen vecino. Existen evidencias de que muchos alelos se segregan en bloque
formando haplotipos. Mientras que un SNP representa una variante de un solo nucledtido, un
haplotipo representa un grupo de polimorfismos o alelos estrechamente ligados en un cromosoma y
que se heredan como una unidad. El Proyecto Internacional sobre Haplotipos se propone identificar
los patrones de variacion comunes en el GH lo que, a su vez, facilitara la seleccion de ciertos SNP
(tag-SNP), que identifican de manera exclusiva ciertos haplotipos.

3.- El producto del gen candidato deberia estar implicado en la fisiopatologia de la
enfermedad y por tanto, en los estudios de asociacion deberia proporcionarse, siempre que sea
posible, informacion acerca de la funcionalidad del gen y de qué forma se modifica en las variantes
polimorficas.

4.- La definicion del fenotipo también es un aspecto clave en cualquier estudio genético cuyo
objetivo sea detectar los genes de la enfermedad. Por otra parte, la evolucién de ésta debe ser lo
suficientemente frecuente o lo suficientemente grave como para permitir las comparaciones. Esto
puede ser relativamente facil en algunas enfermedades, pero es mas complicado de establecer en
algunos cuadros infecciosos como las neumonias, cuyas manifestaciones clinicas, evolucion y

etiologia pueden ser muy variables.

La defensa del huésped contra los microbios es un proceso extraordinariamente complejo
que se fundamenta tanto en componentes innatos como adaptativos. El sistema inmune innato
constituye la primera linea de defensa que impide la invasioén y diseminacion de patégenos durante
las primeras horas posteriores a la invasiéon. La proteccion inmediata frente a microorganismos
incluye tres mecanismos: a) el reconocimiento del patdogeno; b) la fagocitosis de los

microorganismos invasores, y ¢) el desarrollo de una respuesta inflamatoria (16,18).
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1.3- PREDISPOSICION GENETICA A LA INFECCION.

A lo largo de la evolucidn, la inmunidad innata ha desarrollado un sistema altamente eficiente
de reconocimiento de un patrén molecular comin y constante de la superficie de los
microorganismos denominado patrén molecular asociado a patégenos (PMAP), a través de los
receptores reconocedores de patrones (RRP). Entre los principales PMAP se encuentran el
lipopolisacarido (LPS) de las bacterias Gram negativas, acido lipoteicoico y peptidoglicano (Gram-
positivos), zymosan (levaduras), secuencias de ADN CpG no metiladas, manosa y ARN bicatenario
(virus) (17-18). Por otra parte, hay distintos tipos de proteinas que presentan caracteristicas de RRP
capaces de reconocer patrones moleculares asociados a patogenos, y que se pueden dividir en tres

categorias:

a) Las proteinas humorales que circulan en el plasma, como el sistema del complemento y la
lectina de uniéon a manosa (MBL), que se une a sus ligandos en la superficie de muchos
microorganismos e inducen la activacion del complemento y la fagocitosis de los patogenos.
b) Los receptores endociticos, como los receptores de la manosa, y los receptores para la

region Fc de las inmunoglobulinas (FcyR), que promueven la fagocitosis.

c) Los receptores sefialadores, como los receptores similares a Toll (TLR) y CD-14,
expresados fundamentalmente en la superficie de las células epiteliales y en las células
presentadoras de antigenos (monocitos/macrofagos y células dendriticas). Al unirse los
PMAP a los RRP se activa el NF-xB que es una proteina intracelular que provoca la
transcripcion de citocinas pro (TNF, IL-1, IL-6) y antiinflamatorias (IL-10), que son los

reguladores proteicos clave de la inflamacion (18,24).

Cada uno de los escalones de esta respuesta inmune puede verse afectado por los
9
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polimorfismos de los genes que pueden provocar una susceptibilidad o resistencia a la infeccion.

1.4 POLIMORFISMOS IMPLICADOS EN LA RESPUESTA A LA INFECCION.

1.4.1 Polimorfismos implicados en el reconocimiento del microorganismo.

1.4.1.1 Proteinas ligadoras de lipopolisacarido.

Los LPS son componentes estructurales de la pared celular de las bacterias, principalmente de
las Gram negativas. Los LPS se consideran como uno de los factores biologicos fundamentales en
el inicio del proceso infeccioso e inflamatorio (16). Aunque la endotoxina se puede unir a proteinas
transportadoras inespecificas, son sus uniones con proteinas especificas, como la proteina ligadora
de LPS (LBP) o la proteina ligadora incrementadora de permeabilidad (BPI), las implicadas en la
activacion o neutralizacion fagocitaria (25-28). Ambas proteinas son estructuralmente muy
parecidas, aunque difieren en su funcion. La LBP facilita la transferencia del LPS al CD14 y a las
lipoproteinas de la pared del fagocito, facilitando la activacion del mismo. La BPI, producida
fundamentalmente por los leucocitos, actia sobre la pared bacteriana incrementando su

permeabilidad y es, por tanto, bactericida para muchos patdégenos Gram negativos.

Dos grupos de investigadores (29,30) han estudiado distintos polimorfismos de la LBP y de la
BPI con resultados discrepantes. Mientras unos (29) encuentran que uno de los polimorfismos
estudiados del gen de la LBP (Cys98Gly) se asocia a un riesgo aumentado de sepsis en varones y,
probablemente, a un peor pronostico, los otros autores (30) no pudieron reproducir esos resultados y

ni siquiera pudieron identificar uno de los SNP descritos por los anteriores autores.

10



n ULPGC Tesis Doctoral

1.4.1.2 CDIA.

La CD14 es una proteina de membrana que se expresa en los macroéfagos y monocitos y, en
menor proporcion, en los neutrofilos. Ademés de unirse al lipido A del LPS, CDI14 también se
puede unir al peptidoglicano del Staphylococcus aureus, al lipoarabinoman de las micobacterias y a
otros componentes de la pared de los estreptococos (31). Se ha descrito un SNP ubicado en la
posicion —159 de la region promotora del gen (cromosoma 5), que afecta a una transicion citosina-
timina, y que en los sujetos homocigotos para el alelo T condiciona mayores niveles circulantes de
CD14 soluble y una mayor producciéon de IFN-y. El genotipo CDI14 —159 TT aparecid6 con mas
frecuencia en una poblacion de pacientes con shock séptico en relacién con un grupo control de
sujetos sanos, asociandose, ademas, a una mayor mortalidad (32). Otros autores no han encontrado

asociacion de este SNP con formas mds graves o con peor prondstico de la infeccion (33).

1.4.1.3 Receptores tipo Toll.

Existen al menos diez TLR diferentes, con distintas afinidades por diferentes antigenos
microbianos. TLR-4 parece ser esencial para el reconocimiento de la endotoxina, mientras que
TLR-2 es mas importante en el reconocimiento de diversos componentes de M. tuberculosis y de
los peptidoglicanos de Gram positivos. La activaciéon de los TLR implica un aumento de la
expresion de moléculas del CMH, de moléculas coestimuladoras y un aumento de la expresion de
genes dependientes de NFkB, como IL-1, IL-6, IL-12 y TNFo. (34). Se han identificado varios
SNP de TLR4 y TLR2 (cromosoma 9) que parecen incrementar el riesgo de infecciones bacterianas
graves, aunque los resultados son discrepantes (34-35). TLRS reconoce la proteina flagelina, que
constituye un estimulo inflamatorio muy potente y que estd presente en la estructura flagelar de
muchas bacterias. Recientemente se ha descrito un SNP en un codon de parada (que sefializa la

terminacion de la sintesis proteica) en la posicion 392 del gen de TLRS, que codifica una proteina

11
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incapaz de reconocer la flagelina y, como consecuencia, incrementa la susceptibilidad a la infeccion

por Legionella pneumophila (36).

1.4.1.4 Lectina de union a manosa.

La MBL es una molécula pluripotencial del sistema inmune innato que, tras su union a
diversos azucares de las superficies microbianas, es capaz de activar el complemento. Ademas, la
MBL puede actuar directamente como opsonina y unirse a receptores especificos expresados en la
superficie de varios tipos de células (37-38). Esta proteina esta codificada por un gen unico (mbl2)
localizado en el cromosoma 10 y existen tres variantes alélicas estructurales y otras en la region
promotora del gen que reducen significativamente sus niveles plasmaticos (16). Algunos autores
han encontrado que los polimorfismos de MBL son un factor de riesgo para el desarrollo de sepsis
grave (31,39-40). Estos datos han sido corroborados por nuestro grupo que ha estudiado distintos
polimorfismos de la MBL en pacientes con NAC y ha encontrado que, las variantes alélicas
asociadas a niveles bajos de la proteina tienen un mayor riesgo de desarrollar las formas méas graves

de la enfermedad (41).

1.4.1.5 Receptores de inmunoglobulinas.

Ciertos agentes etiologicos de la NAC como S. pneumoniae o H. influenzae, se encuentran
protegidos por una capsula de polisacarido que protege la bacteria de la fagocitosis. Sin embargo si
la inmunoglobulina G2 (IgG2) reconoce y se fija al antigeno capsular, la bacteria puede ser
fagocitada. El unico receptor capaz de interaccionar eficientemente con los anticuerpos IgG2 es el
receptor Fcy Ila ( Fcy-RIla) (16). A consecuencia de un SNP, se identifican dos alotipos de Fcy-
RIla que exhiben diferente capacidad para unirse a la IgG2. Los receptores que llevan una arginina

en la posicion 131 (FCYRIIA-R131) se unen con mucha menos eficacia a las Fc, mientras que
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aquéllos que poseen histidina en esta posicion (FCYRIIA-H131) presentan una gran afinidad por las
Fc de la IgG2. Varios estudios han evaluado la asociacion entre los polimorfismos de Fcy-Rlla y la
infeccion meningocdcica o la periodontitis. De hecho, los pacientes homocigotos para FcyRIla-
R131 presentan unas tasas de recurrencia y mayor gravedad de la infeccion meningococica.(42-43).
La relacion entre los genotipos de Fcy-Rlla y la enfermedad neumocdécica también se ha estudiado,
pero continua siendo objeto de controversia. Aunque los nifilos homocigotos para FcyRIla-R131
parecen presentar una mayor susceptibilidad a la infeccion por S. prneumoniae (44-45), su papel en
adultos es menos claro (46-47). Ademas, la asociacion entre Fcy-RIla y NAC causada por otros

microorganisms diferentes de S. pneumoniae no ha sido documentada.

1.4.2 Polimorfismos implicados en la respuesta inflamatoria.

Al unirse los PMAP a los RRP se inicia una cascada de sefializacion intracelular y comienza
una serie de procesos antimicrobianos y funciones defensivas. En el caso de los TLR, esta
sefializacion se produce a través de proteinas adaptadoras —distintas segun los diferentes TLR- de
las que se han descrito cinco hasta el momento actual. Una de las més estudiadas es el factor 88 de
diferenciacion mieloide (MyD88), que se une intracelularmente con una cinasa asociada al receptor
de la interleucina (IL)-1 (IRAK); esto induce, a su vez, la activacion del factor 6 asociado al
receptor del factor de necrosis tumoral (TRAF-6), que da lugar a que el factor de transcripcion
nuclear NF-xB se transloque al nucleo celular y active los promotores de genes que codifican una
extensa gama de mediadores proinflamatorios [factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), IL-1p, IL-6
e IFN-y] y antiinflamatorios [IL-10 y el factor de crecimiento transformante-f3 (TGF)]. La reaccion
inflamatoria es un componente esencial de los mecanismos de defensa del organismo; es el precio
que hay que pagar para resolver la infeccion. En el hombre, la mayoria de los genes de las citocinas
son polimorficos, y existe una evidencia creciente de que la produccion de citocinas del paciente

13
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esta determinada genéticamente y, como consecuencia, la variabilidad en sus genes determina la

complejidad y diversidad de las respuestas individuales frente a la infeccion.

1.4.2.1 Factor de necrosis tumoral.

El TNFa juega un papel clave en el desarrollo de la respuesta inflamatoria aguda tras un
estimulo infeccioso y, por tanto, sus niveles tienen relevancia potencial en la evolucién clinica. Por
esta razon los polimorfismos de esta citocina han sido los mas estudiados, habiéndose descrito mas
de una docena de SNP en el locus del TNF situado en el cromosoma 6, dentro del complejo mayor
de histocompatibilidad (CMH) (16,38). El mejor estudiado de todos ellos es el TNFa-308, cuyo
alelo A (transicion de guanina por adenina en la posicion 308 antes del comienzo de la
transcripcion) se asocia a incrementos significativos en la produccion de la proteina. Este
polimorfismo se ha asociado a un mayor riesgo de sufrir diversas enfermedades infecciosas (48-49),
si bien, una vez mas, otros autores no han encontrado una asociacion significativa entre este SNP y
un incremento del riesgo de NAC o un peor pronostico de la misma (50). Para explicar esta
discrepancia, ha de tenerse en cuenta que este polimorfismo se encuentra en elevado desequilibrio
de ligamiento con otros SNP de la region del promotor y de otros polimorfismos de genes vecinos,
muchos de los cuales también tienen un papel importante en la respuesta inflamatoria (37). Este es
el caso del alelo A de la linfotoxina alfa (LTA+250 A) que casi siempre se asocia con un alelo G en
la posicion TNFa-308 (51). El genotipo LTA+250 AA o “TNF-B2” (transicion de guanina por
adenina en el primer introén), se ha asociado a niveles aumentados de TNF y a un mayor riesgo de
shock séptico en pacientes hospitalizados por NAC (52). Por el contrario, la insuficiencia
respiratoria en ausencia de shock se relaciond estrechamente con el genotipo L74+250 GG , lo que
sugiere que las disfunciones orgéanicas utilizadas para establecer la existencia de sepsis grave
pueden no tener la misma base genética que el shock séptico y que, por tanto, la sepsis grave no
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puede definirse exclusivamente como una fase previa del desarrollo del shock séptico (52). La
proximidad de los genes de TNF y de LTA a otros genes inmunologicamente importantes en la
region adyacente del cromosoma 6, como los /oci de HLA, del complemento y de las HSP, pueden

complicar todavia mas el analisis de los estudios de asociacion.

1.4.2.2 Proteinas del shock térmico

Las HSP se expresan en respuesta al shock térmico y otros estimulos -como la endotoxina y
otros mediadores de la sepsis grave- induciendo una respuesta proinflamatoria (53). Tres genes
codifican proteinas de la familia HSP (HSP70): HSPA1A, HSPAIB y HSPAIL. Se ha encontrado
una asociacion significativa, mayor incluso que la mencionada anteriormente para LTA+250, entre
el alelo A de HSPAIB +1267 y el desarrollo de shock séptico en pacientes con NAC (54). Una vez
mas, estos dos polimorfismos estdn en desequilibrio de ligamiento y un andlisis de haplotipos
sugiere que el mayor riesgo de shock séptico existe cuando hay una adenina en las posiciones +250
y +1267 de LTA y HSPAIB, respectivamente. Lo que vuelven a subrayar estos datos es la
importancia de conocer todos los polimorfismos relevantes en la respuesta inflamatoria mas que la

interpretacion aislada de alguno de ellos.

1.4.2.3 Interleucina 1 e Interleucina 6.

La IL-1 también es una potente citocina proinflamatoria, liberada por los macrofagos en una
fase temprana de la sepsis, que incrementa las concentraciones plasmaticas del factor de activacion
de las plaquetas, de las prostaglandinas y del 6xido nitrico. Los polimorfismos ILI5+3953 y —511
influyen en los niveles de IL-1P, y aunque los estudios de asociacion han mostrado hallazgos
dispares, parece incuestionable el papel de los polimorfismos genéticos de la familia de genes de

IL-1 en la sepsis (55-57). Por otra parte, la IL-6 es un marcador de gravedad y pronostico de la
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sepsis, aunque su relacion causal no esta del todo clara (58-59). El genotipo GG del polimorfismo
IL-6-174 se ha asociado a una mejor supervivencia en un estudio reciente en pacientes con sepsis
grave (56), aunque esta asociacion fue independiente de la respuesta sistémica de 1L-6, lo que de
nuevo sugiere que otros polimorfismos genéticamente relacionados con éste, puedan ser la causa
primaria de los hallazgos. En un trabajo reciente de nuestro grupo, realizado en 822 pacientes con
NAC, no observamos ninguna asociacion entre el polimorfismo -/74G/C de IL-6 y la

susceptibilidad o gravedad de la NAC (60).

1.4.3 Polimorfismos implicados en la respuesta antiinflamatoria.

La evolucion de la respuesta inflamatoria depende de varios factores, incluida la
patogenicidad y la duracion del estimulo, y también del equilibrio entre respuesta inflamatoria y
antiinflamatoria. Las citocinas antiinflamatorias son responsables de la regulacion a la baja de la
inmunidad celular y humoral, que provoca un periodo de relativa inmunosupresion denominado
inmunoparalisis o sindrome de respuesta antiinflamatoria compensadora (compensatory anti-
inflammatory response syndrome, CARS). Los polimorfismos genéticos responsables de un CARS
intenso o prolongado, pueden asociarse a las mismas consecuencias dramaticas que una respuesta

inflamatoria incontrolada.

1.4.3.1 Interleucina 10.

La IL-10 es una proteina antiinflamatoria muy potente que suprime la funcién de los
macréfagos e inhibe indirectamente la actividad de las células B (18). El gen humano de la IL-10 es
altamente polimorfico. En la region del promotor se han descrito dos microsatélites CA y tres SNP
en posiciones —1082 (G/A), -819 (C/T) y -592 (C/A), que forman al menos tres haplotipos distintos

(17). El haplotipo GCC del gen de IL-10 produce mas IL-10 que el ACC y parece tener una menor
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prevalencia en pacientes con fracaso multiorganico (FMO) (61). Por otra parte, el efecto del
haplotipo sobre la produccion de la citocina parece depender de las caracteristicas del patdgeno. Se
ha descrito una mayor frecuencia del alelo G de IL-10-1082 en pacientes fallecidos con NAC (62),

aunque, una vez mas, otros estudios han encontrado resultados discrepantes (61, 63).

1.4.3.2 Antagonista del receptor de la Interleucina 1.

El antagonista del receptor de la IL-1 (IL-1RN) representa el oponente antiinflamatorio
fisiologico de la IL-1 'y, por consiguiente, parece tener un efecto protector frente a los efectos
adversos de una respuesta inflamatoria excesiva. Existe una region polimorfica en el intron 2 del
gen de IL-1RN que contiene un niamero variable de repeticiones en tdindem. Los alelos de esta parte
del gen de IL-1RN se denominan Al, A2, A3, A4 y A5, segun el rango de frecuencias que
presentan en la poblacion sana. (64) Se ha sugerido que cuanto menor sea el nimero de secuencias
repetidas, mayor es la produccion de la proteina tras la estimulacion con LPS. El alelo /L-1RNA2
(dos repeticiones en tandem de la secuencia de pares de bases) se asocia a una mayor produccion de
IL-1RN y es mas frecuente en pacientes con sepsis grave (57,64-65), aunque no parece implicar un
peor prondstico (64). Sin embargo, los individuos homocigotos para LTA+250 A e IL-1RNA2

permiten identificar un grupo de individuos con una elevada mortalidad por sepsis (64).

1.4.3.3 Receptores del Factor de Necrosis Tumoral.

Los receptores 1 y 2 del factor de necrosis tumoral (TNFR1 y TNFR2) modulan la actividad
biologica del TNF-o y de la LT-o. Ambos receptores activan diferentes vias de transduccion de
senales, lo que explica que su funcidn sea tan diversa y compartida. La sefalizacion del TNFR2 no
estd bien caracterizada, pero se sabe que modula sefiales que promueven la reparacion tisular y la

angiogénesis. Ademads, se ha observado en cultivos celulares que el TNFR2 juega un papel en la
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apoptosis, en la activacion celular y en la migracion de los neutrofilos (66). En estas circunstancias,

el TNFR2 puede contribuir a incrementar la respuesta inflamatoria mediada por el TNFR1 (67).

Varios estudios han encontrado una asociacion entre el SNP TNFRSFIB +676 vy la
susceptibilidad a varias enfermedades inflamatorias como el lupus eritematoso sistémico (68),
artritis reumatoide (69), y la enfermedad de Crohn (70). Un estudio reciente ha observado una
asociacion entre el SNP TNFRSFIB-+676 y la respuesta al infliximab (71). El SNP TNFRSFIB
+676 es el resultado del cambio de una metionina por una arginina en el codon 196 (M196R)
localizado en estrecha proximidad al lugar donde esta localizada la diana de reconocimiento de la
enzima de restriccion, y ello resulta crucial para el corte y liberacion del dominio externo del
TNFR2, con la consiguiente pérdida de expresion y por tanto podria condicionar los niveles de
TNFR2 soluble (72-73). Ademas, la variante TNFR2-196R codificada por el alelo G, se ha
demostrado que tiene una menor capacidad de inducir la sefializaciéon del NF-xkB via TNFR2,
conduciendo a una menor induccion de NF-kB y por tanto de genes involucrados en funciones anti-
apoptoticas y proinflamatorias (67). En la actualidad, solo un estudio (74) ha investigado el papel
del polimorfismo del receptor TNFR2 (+676 y +1663) en 213 pacientes con sepsis grave. Los
autores encontraron una correlacion positiva entre el incremento de los niveles solubles de TNFR1
y TNFR2 y la disfuncion orgénica, pero el SNP TNFRSF1B no influyo en los niveles solubles de

TNFR2 ni en la susceptibilidad o prondstico de la sepsis.

1.4.4 Otros polimorfismos de interés.
1.4.4.1 Enzima convertidora de la angiotensina.

La insercion/deleccion (I/D) de 250 pares de bases en el gen de la enzima conversora de la

angiotensina (ACE-DD) se asocia con unos niveles disminuidos de bradikinina y sustancia P, lo que
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disminuye el reflejo tusigeno e incrementa el riesgo de aspiracion (16,75). Se ha descrito que el
alelo ACE D es un factor de riesgo independiente para el desarrollo de neumonia en pacientes

ancianos (76), y para SDRA (75).

1.4.4.2 Proteinas del surfactante.

Las proteinas del surfactante (SP) son miembros de la familia de las colectinas secretadas por
los neumocitos tipo II. Durante las infecciones pulmonares agudas, estas moléculas de la inmunidad
innata pueden destruir, opsonizar y/o estimular la fagocitosis de los microorganismos y modular la
inflamacién pulmonar. Se conocen distintos polimorfismos en los genes de SP-A, B, C y D. El
genotipo SP-B +1580 CC supone una variacion timina/citosina en la posicion /580 en el exén 4, lo
que condiciona un cambio de treonina a isoleucina en la cadena de aminoacidos de la proteina y
determina una disminucion de SP-B funcional (77,78). Recientemente se ha demostrado una
significativa relacion entre este SNP y el riesgo de shock séptico e insuficiencia respiratoria en

pacientes con NAC (79).

1.4.4.3 Proteinas de la coagulacion.

Inflamacion y coagulacion estan intimamente relacionadas. El factor tisular, producido por la
adhesion de neutrofilos y por el dafo celular, activa la cascada de la coagulacion y estimula la
respuesta inflamatoria. La proteina C activada inhibe este proceso a diferentes niveles, y existen
mutaciones en el gen que la codifica que pueden determinar el riesgo de desarrollar una coagulacion
intravascular diseminada (80). También se ha estudiado un polimorfismo altamente prevalente del
inhibidor del activador del plasmindgeno (PAI-1), cuyos niveles elevados en suero determinan un
estado de hipercoagulabilidad (81-82). Los individuos homocigotos para la ausencia de una guanina

adicional (4G) tienen unos niveles de PAI-1 mas elevados que los heterocigotos o con otros SNP, y
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tienen un mayor riesgo de desarrollar shock séptico y muerte en ciertas infecciones (83-85). Otro
SNP, esta vez en el gen del inhibidor de la fibrinolisis activable por trombina (TAFI Thr3251le),

también se ha relacionado con mala evolucion en algunas infecciones (86).

Como hemos visto hasta ahora, son varios los estudios que han investigado polimorfismos de
un solo nucleotido en genes candidatos asociados con susceptibilidad, gravedad o pronostico en
pacientes con NAC. Sin embargo, los resultados obtenidos han sido contradictorios y con
frecuencia no se han podido reproducir los resultados iniciales. Resultados discrepantes han sido
publicados para el TNF-a (G-3084), TNF-a (G-2384), y LTA (A+252G), que han sido asociados a
la gravedad de la enfermedad y al prondstico en algunos estudios (87-89) pero no en otros.
(61,74,90). Asimismo, existe controversia acerca del papel que representan los SNP del gen

TNFRSFIB +676 y el de la ILIRN VNTR86pb (57,64,74).

Varios problemas metodologicos pueden explicar muchas de estas discrepancias, incluyendo
el limitado poder estadistico, el estudio de poblaciones heterogéneas con factores de confusién no
reconocidos, la definicidon inapropiada del fenotipo a estudio, la presencia de desequilibrio de

ligamiento y la estratificacion de la poblacion (17-18).
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2.- HIPOTESIS

El objetivo de la presente Tesis Doctoral es estudiar, en una amplia y étnicamente homogénea
cohorte de pacientes con NAC, si los polimorfismos en los genes que codifican moléculas
inflamatorias o antiinflamatorias [(TNF -238 y -308, LTA +252, IL6 -174, ILIRN 86bp numero
variable de repeticiones en tandem y TNFRSFIB +676 (TNFR2 MI196Re)] se asocian a la

susceptibilidad, gravedad o pronostico de la enfermedad.
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3.- OBJETIVOS

3.1 Establecer si los polimorfismos localizados en los genes que codifican moléculas inflamatorias
(TNF-a -238, TNF-o. -308, LT-a +252) o antiinflamatorias (IL-1 RN 86 pb VNRT , TNFRSF

1B+676 (TNF R2 MI196R) se asocian a una mayor susceptibilidad a la NAC. .

3.2 Determinar si los polimorfismos de los genes TNF-a -238, TNF-a -308, LT-o +252,

IL-1 RN 86 pb VNRT o TNFRSF 1B+676 (TNF R2 MI196R) se asocian a una mayor gravedad de la

NAC.

3.3 Evaluar si los polimorfismos de los genes TNF-a -238, TNF-a -308, LT-a +252, IL- 1 RN 86

pb VNRT o TNFRSF 1B+676 (TNF R2 MI196R) se asocian a peor prondstico de la NAC.
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4.- MATERIAL Y METODO

4.1.TIPO DE ESTUDIO.

Estudio prospectivo realizado desde Enero de 2002 hasta Septiembre de 2007 en los
siguientes hospitales espafioles: Hospital Universitario de Gran Canaria “Dr. Negrin” de Las Palmas
de Gran Canaria, Hospital Clinico y Universitario de Valencia y Hospital Universitario de La
Princesa de Madrid. Se estudiaron todos los pacientes ingresados de forma consecutiva con el

diagnostico de NAC.

4.2 POBLACION .

4.2.1. Criterios de inclusion.

Se incluyeron todos los pacientes adultos que ingresaron en los diferentes hospitales con el
diagnostico de NAC. Este diagndstico se establecio si el paciente presentaba signos y sintomas de
infeccion de las vias aéreas inferiores, junto con la existencia de un infiltrado radioldgico de nueva
aparicion, y en ausencia de diagnosticos alternativos durante el seguimiento. Para cumplir el
requisito de NAC, los pacientes no debian haber estado hospitalizados en los los diez dias previos al

episodio actual.

4.2.2. Criterios de exclusion.
Se excluyeron todos los pacientes con inmunodepresion grave, tales como inmunodeficiencias
primarias, neutropenia significativa (<1,0 x 10’ /L), o portadores del virus de la inmunodeficiencia

humana (VIH), trasplantados de médula 6sea o de drgano sélido, o tratados con esteroides
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sistémicos a dosis superiores a 20 mg de prednisona al dia o su equivalente durante dos o mas
semanas. Los pacientes con NAC como episodio terminal de una enfermedad crénica y progresiva,

tuberculosis, 0 neumonia obstructiva por neoplasia también fueron excluidos.

4.2.3. Grupo control.
El grupo control estaba constituido por donantes de sangre y/o médula dsea no relacionados
genéticamente, procedentes de cada uno de los hospitales participantes en el estudio y que

pertenecian al mismo grupo étnico.

4.3 DEFINICIONES.

La etiologia de la neumonia se considerd de presuncion si en una muestra de esputo valida se
observaba una bacteria predominante. Se considerd definitiva cuando se obtenia un hemocultivo
positivo para una bacteria u hongo patdgenos sin otro foco aparente de infeccion; cuando se
recuperaba un patégeno de muestras obtenidas con puncion transtordcica o en liquido pleural,
cuando se producia una seroconversion con aumento de al menos cuatro veces el titulo inicial de
IgG para Chlamydophila pneumoniae, Chlamydophila psittaci, Legionella pneumophila, Coxiella
burnetii y virus respiratorios; cuando se obtenia un titulo inicial de IgM > 1:32 para C. pneumoniae,
1:80 para C. burnetii, y cualquier titulo para M pneumoniae; un antigeno urinario positivo para
Legionella pneumophila o para S pneumoniae; recuentos > 10° unidades formadoras de colonias
(ufc)/ml en muestras de catéter telescopado o biopsia pulmonar y de > 10* ufc/ml en lavado

broncoalveolar (LBA).

El diagndstico de neumonia neumococica no bacteriémica se baso en los resultados negativos

de los hemocultivos extraidos antes de recibir tratamiento antibidtico en el hospital y al menos uno
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de los siguientes criterios: 1) Claro predominio de cocos lanceolados Gram positivos agrupados en
cadenas o en parejas, sin otros microorganismos en muestras de esputo o aspirados
traqueobronquiales, que contuvieran mas de 20 neutréfilos y menos de 10 células epiteliales
escamosas por campo de bajo aumento; crecimiento significativo de S pneumoniae en el cultivo, sin
otros patdogenos probables; 2) liquido pleural con aislamiento de S pneumoniae; 3) antigeno urinario
positivo para S pneumoniae; 4) crecimiento bacteriano de > 10° ufc/ml de S pneumoniae en

especimenes de catéter telescopado, o biopsia pulmonar, y/o > 10* ufc/ml en LBA.

La neumonia neumocoécica bacteriémica se definid como tal cuando hubiera al menos un

hemocultivo positivo para S pneumoniae.

El diagnostico de NAC grave se establecid cuando se cumplieran al menos dos de los
siguientes criterios menores de la American Thoracic Society (ATS): Frecuencia respiratoria mayor
de 30/minuto; insuficiencia respiratoria grave (PaO2/Fi02 < 250); afectacion bilateral o afectacion
multilobular en la radiografia de torax; presion arterial sistolica menor de 90 mm Hg; presion
arterial diastolica menor de 60 mmHg; o al menos uno de los siguientes criterios mayores:
necesidad de ventilacidn mecanica; incremento del tamafo de los infiltrados radiologicos sin
respuesta clinica; necesidad de drogas vasoactivas durante mas de 4 horas; creatinina sérica mayor
de 2 mg/dl o incremento de més de 2 mg/dl en un paciente con enfermedad renal previa o fracaso
renal agudo con necesidad de dialisis (3). Ademas, los pacientes fueron clasificados en funcion de

su gravedad (sepsis, sepsis severa, shock séptico, fracaso multiorganico) (91)

4.4 RECOGIDA DE DATOS

Los datos demograficos, clinicos y de laboratorio de pacientes y de controles fueron
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recogidos, bien por entrevista directa con el paciente o mediante revision de la historia clinica,
usando una hoja de recogida de datos previamente disenada a tal efecto. Se estableci6 la presencia o
ausencia de los siguientes factores: lugar de residencia (asilo, domicilio o sin hogar), tabaquismo
(paquetes/afio), consumo de alcohol (g/dia) u otras drogas, enfermedad pulmonar obstructiva
cronica (EPOC), asma, bronquiectasias, enfermedad cardiovascular, diabetes mellitus, enfermedad
renal o hepatica croénicas, enfermedad neuroldgica, sospecha de aspiracion, disfunciones
deglutorias, uso previo de betalactdmicos, uso de glucocorticoides u otras drogas inmunosupresoras,
infeccion por el VIH, enfermedad autoinmune, esplenectomia, neumonia o infecciones respiratorias

previas, y hospitalizaciones en los tltimos tres meses.

También se registraron las complicaciones que aparecieron en los siguientes 30 dias de la
presentacion de la NAC. Estas incluyeron cualquier empeoramiento de las enfermedades de base
del paciente y/o la presencia de shock (presion arterial sistélica menor de 90 mm Hg no corregida
por liquidos intravenosos, o que requeria medicacion vasopresora); coagulacion intravascular
diseminada(CID); insuficiencia renal (creatinina sérica mayor de 1,5 mg/dl y/o urea mayor de 40
mg/dl en pacientes con funcidon renal previa normal); insuficiencia respiratoria aguda grave
(Pa0,/Fi0O, <300 mm Hg, o <200 mm Hg cuando se trataba de pacientes con EPOC); y metastasis
sépticas (meningitis, empiema, artritis séptica, endocarditis, pericarditis purulenta, otitis). También
se registro la necesidad de traslado del paciente a la UCI, la necesidad de ventilacion mecénica y la
mortalidad hospitalaria y atribuible. La duracion del tratamiento antibidtico (oral e intravenoso), su
adecuacion de acuerdo a las recomendaciones de la Sociedad Espafiola de Neumologia y Cirugia

Toracica (92) y la duracion de la estancia hospitalaria también fueron recogidas.

La gravedad de la NAC en el momento de su presentacion se evalué mediante la regla de

prediccion de mortalidad a los 30 dias desarrollada por Pneumonia Outcomes Research Team
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(PORT) (9). En los pacientes con NAC grave y en los controles ingresados en UMI, se registré el

Acute Physiology and Chronic Health Evaluation (APACHE-II) Score (93) a su ingreso.

Al alta hospitalaria, se registraron tanto los dias de estancia (hospitalaria y/o UCI) como la
supervivencia o €éxitus (relacionado o no con la neumonia). Se consider6 enfermedad fatal a corto
plazo a aquellos casos de enfermedad cronica 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,

(fallecimiento probable durante su estancia en el hospital) (94).

4.5 ESTUDIO GENETICO.

4.5.1. Determinaciones genéticas.

La extraccion de ADN asi como el tipaje de los genes TNF-a, LT-a, IL-1 RNy TNF R2 se
realizaron en la Unidad de Inmunologia del Hospital Universitario Dr. Negrin de Las Palmas de

Gran Canaria.

4.5.2. Extraccion de ADN genémico.

De cada individuo a estudio se obtuvo una muestra de entre 5 y 10 ml de sangre periférica,
que se procesd segun protocolo el protocolo estandar de extraccion de acido desoxirribonucleico

(ADN) por fenol-cloroformo (modificado de Blin y Stafford) (95).

Para el aislamiento y lavado de los leucocitos, a la sangre total de cada individuo se le
afadieron 50 mL de tampodn de lisis de células rojas (SLR), y se centrifugd a 1.800 revoluciones por

miuto (rpm) durante 10 minutos. A continuacion se decantd el sobrenadante y se repitid el lavado
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dos veces mas.

Los leucocitos se lisaron resuspendiendo el precipitado resultante en 4 ml de solucion de lisis
e incubando en agitaciéon a 42°C hasta el dia siguiente. Tras este paso, se afiadieron 4 ml de
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico y se puso en agitacion 10 minutos a temperatura ambiente,
centrifugandose a continuaciéon 10 minutos a 3000 rpm. La fase superior resultante se pasé a otro
tubo y se repiti6 el proceso, desechandose la fase inferior. Para el siguiente paso, se afadieron 4 ml
de cloroformo-isoamilico a la fase superior y se puso en agitacion a temperatura ambiente durante 7
minutos, tras lo cual se centrifugd 5 minutos a 2500 rpm. De nuevo se rescaté la fase superior y se
repitio el proceso. Se anadieron 200 ml de NaCl 3M y 4 ml de isopropanol, mezclando suavemente
por inversion hasta la aparicion del precipitado. Dicho precipitado se extrajo a otro tubo y se lavo
durante 30 minutos en etanol al 70% frio, tras lo cual se dejo secar a temperatura ambiente hasta el
dia siguiente. Una vez seco, se afiadieron 500 ml de té 1/0.1 y se puso a rotar en agitador orbital en

dias sucesivos hasta su resuspension.

A los ADN asi resuspendidos se les midi6 tanto su concentracion como su pureza mediante
espectrofotometria, ajustindose la concentraciéon a 100 ng/L mediante adicién de tampon TE

(TRIS/EDTA) 1/0.1.

4.5.3 Genotipado.

Para la determinacion de las variantes de los genes TNF -238 (rs 361525), TNF -308 (rs
1800629) y LTA +252 (rs909253) se realizd6 mediante la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa en tiempo real segun metodologia previamente publicada (96). EI genotipado para el

TNFRSFIB +676 (M196R; rs1061622),y el VNTR de 86 pares de bases en el intron 2 de ILIRN, se
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realizé llevando a cabo modificaciones menores de procedimientos descritos con anteriorodad (97-
99). La exactitud del genotipado de los diferentes SNPs se confirm6 mediante secuenciacion directa
en un secuenciador ABI Prism 310 (Applied Biosystems). Los alelos de el VNTR 86bp se
denominan segun la frecuencias observadas en sujetos sanos. Los alelos 1, 2, 3, 4 y 5 presentan
cuatro repeticiones, dos repeticiones, cinco repeticiones, tres repeticiones y seis repeticiones de un

fragmento de 86 pares de bases (pb).

La amplificacion se realizdo en un termociclador 9600 (Perkin Elmer) segin el siguiente
protocolo: 2 minutos de desnaturalizacion inicial a 95°C; 36 ciclos de 60s a 95°C, 60s a 63°C y 60s

a 72°C; 15 minutos de extension final a 72°C.

Para la identificacion de las secuencias amplificadas, el volumen total de amplificado fue
sometido a electroforesis en gel de agarosa al 2%, junto con un marcador de peso molecular, y

tefiido con bromuro de etidio. Las bandas resultantes se visualizaron con luz ultravioleta.

4.6 ASPECTOS ETICOS.

El presente estudio fue aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica. Se obtuvo el
consentimiento informado del paciente o de sus familiares. Los datos obtenidos en este estudio se

adhieren a los principios enunciados en la Declaracion de Helsinki.

4.7 TAMANO MUESTRAL.

El calculo del tamafio muestral necesario para detectar diferencias significativas entre el
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grupo de casos y controles, desconociendo la frecuencia de los genotipos en el grupo de casos, se
realizd mediante un contraste bilateral de homogeneidad entre la frecuencia en el grupo de controles
(Pco) y en el grupo de casos (Pca). Si consideramos un error tipo I (a = 5%) y un error tipo Il (B =

20%), el tamafio muestral debe ser:
N> [(Za/2 + Zb) V(Pco(1-Pco)] + [Pca (1-Pca) 2 / Pca - Pco]?
Lo que representa 350 individuos en cada grupo de casos y controles.

4.8 ANALISIS ESTADISTICO.

Las frecuencias génicas y genotipicas observadas se determinaron por recuento directo en
cada grupo de estudio. El equilibrio de Hardy-Weinberg para cada SNP, asi como el desequilibrio
de ligamiento (LD,D’) fueron calculados mediante la versiéon 3,11 del software Arlequin. Las
variables cuantitativas se expresan mediante medias aritméticas = SEM. La distribucion de los
genotipos se compard usando el test x” o el test exacto de Fisher cuando era necesario, y se
calcularon los odds ratios (OR) con los intervalos de confianza (IC) al 95%. La relacion entre la
gravedad y el prondstico y los genotipos se evalué6 mediante modelos binarios de regresion
logistica. La edad, el sexo, el hospital de procedencia y las comorbilidades fueron incluidas como
variables independientes en el andlisis multivariante. Las tasas de supervivencia se estimaron
usando el método Kaplan-Meier, y su comparacion con los genotipos fue realizado por medio de
test log-rank. Se llevd a cabo andlisis multivariante ajustado por edad, sexo, hospital de procedencia
y comorbilidades empleando el modelo proporcional de Cox. El andlisis estadistico se realizod por

medio del programa SPSS 15,0 (SPSS, Inc, Chicago, Ill).
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5.- RESULTADOS

5.1 DESCRIPCION DE LAS POBLACIONES.

5.1.1 Grupo control.

El grupo control estaba constituido por 1413 voluntarios sanos. Su edad media era de 49,04 +
17,40 afos. El nimero de pacientes varones era de 804 (56,9 %). La distribucion de las frecuencias
genotipicas y alélicas en el grupo de controles se muestra en las tablas 1 y 2. Las frecuencias
genotipicas de los polimorfismos estudiados en el grupo control se ajustaron al equilibrio de
Hardy-Weinberg. Se observo que los polimorfismos 7NF -308, -238 y el LTA +252 se encontraban
en desequilibrio de ligamiento (LD) en el grupo control (D’ para los pares de SNP TNF -238/-308,
TNF -238/LTA +252 y TNF -308/LTA +252 fueron 0,87, 0,79 y 0,85 respectivamente (p<0,001

para los tres analisis).

5 .1.2 Grupo de neumonias.
Este grupo estaba constituido por 1162 pacientes de raza caucasica y de origen espafiol. La
edad media era de 63,73 + 17,82 afios. El numero de varones era de 763 pacientes, que corresponde

a un 65,6 % de la poblacion.

Las caracteristicas demograficas de los pacientes se describen en las Tablas 3 y 4. En 265
(22,8%) de los pacientes el cuadro clinico fue de suficiente gravedad como para precisar el ingreso

en la UCI, y 245 (21% de la poblacion estudiada) requirié ventilacion mecanica.
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Los pacientes con NAC desarrollaron durante su ingreso las complicaciones descritas en la

Tabla 4.

5.2 MICROBIOLOGIA.

No se pudo identificar el microorganismo responsable en 521 individuos, lo que corresponde
al 45,9% de las NAC. Los microorganismos mas frecuentes fueron: Streptococcus pneumoniae 288
casos (26%, 46,9% de las NAC documentadas), Pseudomonas aeruginosa 26 casos (2,4%),
Legionella pneumophila 19 casos (1,6%), Staphylococcus aureus 19 casos (1,6%), Haemophilus
influenzae 17 casos (1,4%), Klebsiella pneumoniae 15 casos (1,2%), Chlamydophila pneumoniae
12 casos (1,0%), Escherichia coli 8 casos (0,5%) y virus influenza A 6 casos (0,5%). Cabe destacar
ademas que en 107 neumonias el aislamiento se produjo en hemocultivos, lo que corresponde al
9,2% de las mismas. Dentro de las neumonias neumocdcicas, 63 casos (21,8% ) fueron

bacteriémicas. La etiologia fue mixta en 18 individuos (1,5%).

El tratamiento antibidtico empirico se ajustd a las normativas sugeridas por la ATS/IDSA en
el 95% de los pacientes. La mortalidad de estos pacientes fue del 4,16% en comparacion con el

7,17% en el grupo de pacientes cuyo tratamiento antibidtico no sigui6 dichas normativas.

No se observaron diferencias en cuanto a la proporcion de tratamiento antibidtico apropiado
cuando se estratifico a los pacientes en base a la gravedad de la enfermedad o al pronostico: 95,2%
y 93,0% para los pacientes con sepsis grave y shock séptico respectivamente; insuficiencia

respiratoria 95,6%, ARDS 97,7% y mortalidad a los 90 dias 98,6%.
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Tabla 1.- Frecuencias genotipicas de los polimorfismos estudiados en pacientes con NACy en

Grupo Control.

NAC Controles
TNF -238 N=1135 N=1172
G/G 976 (85.,9) 1016 (86,69)
G/A 151 (13,30) 153 (13,05)
A/A 8 (0,71) 3(0,26)
TNF -308 N=1136 N=1152
G/G 856 (75,35) 870 (75,52)
G/A 258 (22,1) 260 (22,57)
A/A 22 (1,94) 22(1,91)
LTA +252 N=1120 N=1228
A/A 566 (50,54) 621 (50,57)
A/G 471 (42,05) 511 (41,61)
G/G 83 (7,41) 96 (7,82)
TNFRSFIB N=1107 N=1071
T/T 677 (61,16) 636 (59,38)
T/G 379 (34,24) 381 (35,57)
G/G 51(4,61) 54 (5,04)
ILIRN VNTR N=1152 N=1223
11 576 (50,00) 587 (48,00)
v 416 (36,11) 481 (39,33)
1/3 31 (2,69) 30 (2,45)
Ve 6 (0,52) 12 (0,98)
1/5 2(0,17) 1(0,16)
2/2 107 (9,29) 97 (7,93)
2/3 9 (0,78) 11 (0,90)
2/4 3(0,26) 3(0,25)
3/3 2(0,17) 1 (0,08)

N: Numero de pacientes (%), NAC: Neumonia Adquirida en la Comunidad.
TNF': Factor de Necrosis Tumoral-a; LTA: Linfotoxina-a; TNFRSFIB: Receptor-2 del Factor de
Necrosis Tumoral-a; ILIRN VNTR: Numero Variable de Repeticiones en Tandem en el

Antagonista del Receptor de IL-1.
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Tabla 2- . Frecuencias alélicas de los polimorfismos estudiados en pacientes con NAC y en el

Grupo Control.

NAC Controles

TNF -238 N=12270 N=12344

G 2103(92,64) 2185 (93,21)

A 167 (7,35) 159 (6,78)
TNF -308 N=12272 N=12304

G 1970 (8,67) 2000 (90,74)

A 302 (13,29) 304 (13,79)
LTA +252 N=2240 N= 2456

A 1603 (71,55) 1753 (71,78)

G 637 (28,43) 703 (28,62)
TNFRSFIB N=2214 N=2142

T 1733 (7827) 1653 (77,17)

¢ 481 (21,68) 489 (22,82)
ILIRN VNTR N=2304 N= 2446

1 2107 (77,55) 1698 (6,94)

2 642 (23,62) 289 (11,81)

3 44 (1,61) 43 (1,75)

4 9 (0,33) 15 (0,61)

5 2(0,0) 1 (0,04)

N: Numero de pacientes (%). NAC: Neumonia Adquirida en la Comunidad.

TNF: Factor de Necrosis Tumoral-a; LTA: Linfotoxina-a; TNFRSF1B: Receptor-2
del Factor de Necrosis Tumoral-o; IL/RN VNTR: Numero Variable de Repeticiones
en Tandem en el Antagonista del Receptor de IL-1.
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Tabla 3. Datos demograficos y clinicos de pacientes con NAC.

Caracteristicas n (%)
Edad 63,73 £ 17,82 *
Sexo
Varo6n 763 (65,6)
Mujer 399 (34,3)
Co-morbilidad’
No 390 (33,5)
EPOC 332 (28,5)
Asma 58 (4,9)
Neoplasia 128 (11,0)
Cardiopatia isquémica 125 (10,7)
Diabetes 264 (22,7)
Insuficiencia renal 92 (7,9)
Insuficiencia hepatica 67 (5,7)
Enfermedad neurolégica 157 (13,5)
Enfermedad autoinmune 33 (2,8)
Enfermedad psiquiatrica 8(0,6)
Ingreso UCI
No 897 (77,2)
Si 265 (22,8)
Indice gravedad neumonia
I-1IT (bajo) 523 (45,0)
IV-V (moderado-alto) 639 (55,0)

" media + desviacion estandar.

" Algunos pacientes presentaban mas de una
comorbilidad. EPOC: Enfermedad Pulmonar
Obstructiva Crénica. UCI: Unidad de
Cuidados Intensivos. NAC: Neumonia
Adquirida en la Comunidad.

Tesis Doctoral
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Tabla 4. Datos demograficos y clinicos de pacientes con NAC.

Tesis Doctoral

Caracteristicas n (%)
Insuficiencia renal aguda
No 874 (75,3)
Si 288 (24,7)
Insuficiencia respiratoria aguda
No 394 (33,9)
Si 768 (66,1)
SDRA
No 1115 (96,0)
Si 47 (4,0)
Bacteriemia
No 1055 (90,8)
Si 107 (9,2)
SEPSIS
Sepsis no grave 837 (72,0)
Sepsis grave 160 (13,8)
Shock séptico 165 (14,2)
SDMO
No 1021 (87,9)
Si 141 (12,1)
Mortalidad 28 dias
No 1104 (95,0)
Si 58 (5,0)
Mortalidad a 90 dias
No 1082 (93,1)
Si 80 (6,9)

NAC: Neumonia Adquirida en la Comunidad ; SDRA: Sindrome de Distres Respiratorio Agudo;
SDMO: Sindrome de Disfuncion Multiorganica; Sepsis no graves: pacientes sin sepsis grave ni

shock séptico.
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5.3 ESTRATIFICACION POR GRAVEDAD.

5.3.1 Escala de Gravedad de la Neumonia [Pneumonia Severity Score (PSI)].
La gravedad de la NAC al ingreso, evaluada segiin la puntuacion PSI se muestra en la Tabla

5. La puntuacion media de los pacientes era de 97,3 puntos, con un rango de 19 a 218 puntos.

Tabla 5.- Distribucion de los pacientes con NAC segiin los rangos del indice de Gravedad de

la Neumonia, al ingreso hospitalario.

RANGO PSI* NUMERO

1 72 (6,3%)
2 179 (15,8%)
3 263 (23.2%)
4 422 (37.2%)
5 199 (17,6%)

Los valores son expresados en nimero y porcentaje (%) de individuos.

*PSI: Pneumonia Severity Score.
Clase 1 y Clase 2: <70 puntos.
Clase 3: 71-90 puntos.

Clase 4: 91-130 puntos.

Clase 5: > 130 puntos.
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5.3.2 Escala APACHE II.
La puntuacion APACHE II en los 265 pacientes que fueron ingresados en UCI, ofrecidé una

media de 21.6 puntos y un rango de 8 a 42 puntos.

5.3.3 Estratificacion de la sepsis.
Del total de 1.162 pacientes con NAC, 837 (72,2 %) no presentaban signos de sepsis grave,

160 (13,8%) presentaban sepsis grave y , 165 (14,2%) presentaron shock séptico.

5.4 SUSCEPTIBILIDAD.

Para evaluar la posible susceptibilidad al desarrollo de NAC, se compararon las frecuencias
genotipicas y alélicas observadas en los pacientes con NAC con aquéllas observadas en el Grupo
Control. Para determinar el correcto analisis de las poblaciones se determino que las poblaciones se
encontraran en equilibrio segiin la ley de Hardy-Weinberg. No se encontraron diferencias
significativas entre las frecuencias alélicas ni genotipicas entre el grupo de pacientes y de controles

(Tablas 1y 2).

5.5 COMPLICACIONES.

5.5.1 Sepsis, sepsis grave y shock séptico.

Se compararon las frecuencias genotipicas y alélicas entre el grupo de pacientes que
desarrollaron estas complicaciones frente a los que no las desarrollaron. No se observaron
diferencias significativas en lo concerniente a los polimorfismos 7NF-a-238, TNF-a-308, LT-a

+252, IL-1 RN 86 pb VNRT o TNFRSF 1B+676 (TNF R2 M196R) (Tablas 6y 7).
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5.5.2 Insuficiencia renal aguda.

No se observaron diferencias significativas en cuanto a las frecuencias genotipicas o alélicas

entre los pacientes que desarrollaron insuficiencia renal y los que no la desarrollaron (Tablas 8 y 9).

5.5.3 Sindrome de distrés respiratorio agudo.

Al comparar las frecuencias genotipicas y alélicas entre el grupo de pacientes que desarrolld
SDRA frente a los que no lo desarrollaron, no se apreciaron diferencias significativas (Tablas 8 y
9). Sin embargo, se observd que los pacientes portadores del alelo G del TNFRSFIB +676
presentaban mayor riesgo de desarrollar SDRA, aunque las diferencias no alcanzaron significacion

estadistica ( p = 0,085, OR = 1,68, IC 95% 0,88-3,21).

5.5.4 Bacteriemia.

No se observaron diferencias significativas en la distribucion de los genotipos o alelos de los
pacientes que presentaron bacteriemia, en comparacion con los que no presentaron esta

complicacion (Tablas 8 y 9).

5.5.5 Fracaso multiorganico.
La distribucion de frecuencias genotipicas y alélicas en el grupo de pacientes que presentd
Fracaso Multiorganico no fue significativamente diferente de las observadas en los pacientes que no

desarrollaron esta complicacion (Tablas 8 y 9). Sin embargo, se observo que los individuos
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homocigotos para el alelo L74 +252A4 tenian una tendencia a presentar mayor riesgo de disfuncion
multiorgdnica (p = 0,048, OR= 1,44, IC 95% 0,99-2,12). Asimismo los pacientes portadores del
alelo G del TNFRSFIB +676 presentaban mayor riesgo de desarrollar disfuncion multiorgéni
ca(tabla 9), aunque la diferencia no alcanzo significacion estadistica (p =0,048, OR = 1,43, IC 95%

0,98-2,07).

5.5.6 Mortalidad.
Se compar6 la distribucion de frecuencias genotipicas y alélicas entre el grupo de pacientes
supervivientes y fallecidos. No se observaron diferencias significativas para los polimorfismos

TNF-0.-238, TNF-0.-308, LT-o. + 252, e IL-1 RN 86 pb VNRT (Tabla 8).

Al analizar el SNP TNFRSF1B +676 con respecto a la mortalidad a los 28 dias, se observo
una diferencia estadisticamente significativa en la distribucion de los genotipos del TNFRSFIB
+676 G/T (p = 0,0129 en el analisis 3 x 2'). Sin embargo, se apreci6 un efecto protector frente a un
desenlace fatal del genotipo heterocigoto en comparacion con el homocigoto para los alelos Ty G
(p = 0,006, OR = 0,39, IC 95% 0,17-0,8) y p = 0,026, OR = 0,55. IC 95% 0,30-0,95 para la morta
lidad a 28 y 90 dias respectivamente. Se realizo un andlisis de supervivencia de Kaplan-Meier se
cuencial a los 15, 28 y 90 dias en toda la poblaciéon de pacientes con NAC, teniendo en cuenta los
tres diferentes genotipos del TNFRSFIB +676 (figura 1). El andlisis de regresion de Cox ajustado
por edad, sexo, hospital de procedencia y comorbilidad mostré que los pacientes con genotipo GT
tenian menor mortalidad en comparacion con aquellos pacientes con genotipo GG+TT (p = 0,02;
HR 0,53; 95% IC 0,31-0,90 para la supervivencia a los 90 dias; p = 0,01; HR 0,41; IC 95% 0,21-
0,81 para la supervivencia a los 28 dias y p = 0,049; HR 0,48; IC 95% 0,23-0,997 para la

supervivencia a los 15 dias) (Fig. 2).
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Tabla 6.- Asociacion entre genotipo y gravedad de la enfermedad.

SEPSIS
Sepsis no grave Sepsis grave Shock séptico
TNF -238
(N=1135)
G/G 694 (85) 138 (86,25) 144 (90)
G/A 117 (14.,4) 20 (12,5) 14 (8,75)
A/A 4(0,5) 2 (1,25) 2 (1,25)
TNF -308
(N =1136)
G/G 610 (77,6) 124 (77.5) 122 (76.,2)
G/A 188 (23.9) 35 (21,8) 35 (21,8)
A/A 18 (2,2) 1(0,6) 3(1,8)
LTA +252
(N=1120)
A4 400 (49,7) 79 (50,3) 87 (54,7)
A/G 343 (42,6) 64 (40,7) 64 (40,2)
G/G 61 (7,5) 14 (8,9) 8 (5,0)
TNFRSFIB +676
(N=1107)
T 478 (60,8) 104 (65,0) 95 (59,0)
/G 272 (34,6) 50 (31,2) 57 (35,4)
G/G 36 (4,5) 6 (3,7) 9(5.,5)
ILIRN VNTR 86pb
(N=1152)
11 423 (51,0) 72 (45,0) 81 (49,3)
12 300 (36,2) 61 (38,1) 55(33,5)
13 14 (1,6) 11(6,8) 6 (3.6)
1/4 3(0,3) 1(0,6) 2 (12)
1/5 2(0,2) 0 (0) 0 (0)
2/2 77 (9,2) 13 (8,1) 17 (10,3)
2/3 5(0,6) 1(0,6) 3(1,8)
2/4 2(0,2) 1(0,6) 0 (0)
3/3 2(0,2) 0 (0) 0(0)

Numero y porcentaje de pacientes. N: pacientes con datos disponibles. TNF: Factor de Necrosis
Tumoral-a; LTA: Linfotoxina-a; TNFRSFIB: Receptor-2 del Factor de Necrosis Tumoral-a,
ILIRN VNTR: Numero Variable de Repeticiones en Tandem en el Antagonista del Receptor de la
IL-1.
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Tabla 7.- Asociacion entre alelos y gravedad de la enfermedad.
SEPSIS
Sepsis no grave Sepsis grave Shock séptico
TNF -238
(N=2270)
G 1515 (93,49) 296 (92,5) 302 (100,6)
A 125 (7,66) 24 (7,5) 18 (6)
TNF -308
(N=2272)
G 1408 (98,32) 283 (88,4) 179 (55,93)
A 224 (15,64) 37 (11,56) 41 (12,81)
LTA +252
(N=2240)
A 1143 (71,08) 222 (70,7) 238 (74,84)
G 465 (28,92) 92 (29,29) 80 (25,15)
TNFRSFIB +676
(N=2214)
T 1228 (78,11) 258 (80,62) 247 (76,7)
G 344 (22,51) 62 (19,37) 75 (23,29)
ILIRN VNTR 86pb
(N=2304)
1 1165 (70,35) 217 (67,81) 225 (68,62)
2 161 (97,28) 89 (27,81) 92 (28,04)
3 23 (1,38) 12 (3,75) 9 (2,75)
4 5(0,3) 2(0,62) 2(0,6)
5 2(0,12) 0 (0) 0 (0)

Los datos representan numero y porcentaje de pacientes.

N : numero de pacientes con datos disponibles.

Nomenclatura de genes: TNF. Factor de Necrosis Tumoral-a; LTA: Linfotoxina- a; TNFRSFIB:
Receptor-2 del Factor de Necrosis Tumoral-a; /L/RN VNTR: Numero Variable de Repeticiones en
Tandem en el Antagonista del Receptor de la IL-1.
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Tabla 8.- Asociacion entre genotipo y complicaciones de la NAC.
IRnA SDMO SDRA Bacteriemia
No Si No Si No Si No Si
TNF -238
(N =1135)
/G 736 237 857 119 880 39 3888 84
(86,5) (84,6) (85,9)  (86,2) (86,4) (84,8) (86,2 (83,2)
G/ 111 39 134 17 132 6 134 17
(13) (13,9) (134)  (12.3) (13) (13) (13) (16.8)
W 4 4 6 2 7 1 8 0
(0,5) (1,4) (0,6) (1,4) (0,7) (2,2) (0,8) (0)
TNF -308
(N =1136)
/G 632 223 747 109 769 40 780 74
(74,3) (79,4) (74,8)  (78.9) (75.4) (87) (75,7) (73.,3)
G 192 56 230 28 231 6 229 27
(23,4) (19,9) (23,00  (20,2) (22,6) (13) (22,2) (26,7)
W 20 2 21 1 20 0 22 0
2,4) 0,7) 2,1 (0,7) () (0) 2,1 (0)
LTA +252
(N=1120)
w 42 145 487 79 508 27 518 46
(50,1) (52,5) (49.4)  (58,5)*  (50,5) (58,7)  (50,9) (46,5)
4G 355 112 421 50 423 18 421 49
(42.3) (40,6)/ 42,7)  (37,0)  (42) (39,1) (41,4 (49,5)
/G 64 19 77 6 75 1 78 4
(7,6) (6,9) (7,8) 4.4) (7,5) (2,2) (7.7 4)
TNFRSF1B +676
(N=1107)
- 502 174 602 75 621 22 613 62
(61,1) (61,9) (62,2) (53,5  (62.6) 48,9)  (61,2) (60,8)
G 281 95 322 57 328 20 344 33
(34,2) (33,8) (33,2) o0t (33,1 (444)  (344) (32,4)
/G 39 12 43 8 43 3 44 7
4,7 4,3) 44 6N 4.3) (6,7) 4,4 (6,9)
ILIRN VNTR 86pb
(N=1152)
Ui 444 130 504 72 517 19 522 52
(51,4) (45,8) (49,8) (51,00  (50) (404)  (50) (50)
y 306 108 366 50 372 19 374 40
? (35,4) (38) (36,2)  (35.4) (35,9) (404)  (35,.8) (38,5)
13 21 10 26 5 27 4 27 4
(2,4) (3,5) (2,2) (3,5) (2,6) (8,5) (2,6) (3.8)
y 4 2 5 1 4 1 6 0
(0,5) 0,7) (2,5) 0,7) 0,4) 2,1 (0,6) (0)
15 2 0 2 0 2 0 2 0
0,2) (0) (0,1) (0) 0,2) (0) 0,2) (0)
2 77 30 97 10 100 3 99 8
(8,9) (10,6) 9.5) (7,08) 9.,7) (6,4) 9,5) (7,7
23 5 4 6 3 9 0 9 0
(0,6) (1,4) (0,5) 2,1 (0,9) (0) (0,9) 80)
3 0 3 0 2 1 3
" 03 O 02 () 02 @b (03 ©
33 2 0 2 0 2 0 3 0
(0,2) (0) (0,1) (0) (0,2) (0) (0,2) (0)

N° de pacientes y porcentajes; IRnA: Insuficiencia Renal Aguda; SDMO: Sindrome de Disfuncion
Multiorganica; SDRA: Sindrome de Distrés Respiratorio Agudo; TNF: Factor de Necrosis Tumoral-o; LTA:
Linfotoxina-a; TNFRSF1B: Receptor 2 de TNF-a; ILIRN VNTR: N° de Repeticiones en Tandem en el
Antagonista del Receptor de IL-1. " A/A vs A/G + G/G: p = 0,048, OR= 1,44, IC 95% 0,99-2,12.

43



n ULPGC Tesis Doctoral

Tabla 9.- Asociacion entre alelos y complicaciones de la NAC.

IRnA SDMO SDRA Bacteriemia
No Si No Si No Si No Si
TNF -238
(N=2270)
G 1583 313 1848 255 1892 84 1810 185
(93) (55.8)  (92,67)  (92,39)  (93,02)  (91,19) (87,86) (91,73)
y 119 47 146 21 146 8 150 17
(6,99) (8,39  (7.32) (7 (7,16) (8,69)  (7,8) (8,41)
TNF -308
(N=2272)
G 1463 502 1724 246 1769 86 1789 175
(85,95)  (89,32)  (86,42)  (89,13)  (86,71)  (94,11) (86,76) (86,63)
y 239 60 272 30 271 6 273 27
(14,04)  (10,67)  (13,61)  (10,86)  (13,28)  (6,52)  (13,23) (13,36)
LTA +252
(N=2240)
y 1197 402 1395 208 1439 72 1457 141
(7125)  (72,82)  (70,3) (77) (7,52)  (78,25) (71,.63) (7121)
G 483 150 575 62 573 20 577 57
(28,81)  (27,17)  (29,19)  (26.,6) (2847)  (21,73) (28,36) (28,84)
TNFRSF1B +676
(N=2214)
T 1285 443 1526 207 1570 64 1570 157
(78,16)  (78,82)  (78,9) (73,92)  (79.,13)  (71,11) (7842) (76.9)
G 359 119 408 73% 414 26 432 47
(21,83)  (21,34)  (21,09)  (26,07)  (20,86)  (28,88) (21,57) (23)
ILIRNVNTR
(N = 2304)
1 1211 380 1407 200 1439 62 1453 148
(7439)  (66,91) (727)  (70,92)  (7.1) (65,95)  (69,58)  (71,17)
5 468 172 569 73 583 26 584 56
(28,8)  (30,28) (28,14)  (25.87) (28,11)  (26,67) (2849) (26,92)
3 30 14 36 8 40 4 40 4
(21,84  (2,5) (1,78)  (2,83)  (1,93) (425  (1,91) (1,92
p 7 2 8 1 6 2 9 0
(0,4) 0,35)  (0,39)  (0,35) (0,28) (2,12)  (0,43)  (0)
5 2 0 2 0 2 0 2 0
(0,2) 0) (0,09) 0) (0,09) (0) (0,09) (0)

Datos representan nimero de pacientes y porcentajes.

N : nimero de pacientes con datos disponibles. IRnA: Insuficiencia Renal Aguda; SDMO:
Sindrome de Disfuncion Multiorgdnica; SDRA: Sindrome de Distrés Respiratorio Agudo; TNF:
Factor Necrosis Tumoral-a; LTA: Linfotoxina-a; TNFRSFIB: Receptor 2 de TNF-a; ILIRN VNTR:
Numero Variable de Repeticiones en Tandem en el Antagonista del Receptor de IL-1

*p=0,048, OR = 1,43, IC 95% 0,98-2,07
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Tabla 10.- Asociacion entre genotipo y mortalidad.

Mortalidad 28 dias Mortalidad 90 dias
No Si No Si
TNF -238
(N=1135)
G/G 927 (85,9) 49 (85,9) 908 (85,9) 68 (86,0)
G/A 144 (13.3) 7(12,2) 142 (13,5) 9(11,3)
A/A 7 (0,6) 1(1,7) 6 (0,5) 2(2,5)
TNF -308
(N =1136)
G/G 812 (75,2) 44 (77,1 794 (75,1) 6 (78,4)
G/A 245 (22,7) 13 (22.8) 241(22.,8) 17 (21,)
A/A 22 (2,0) 0 (0) 22 (2,0) 0 (0)
LTA +252
(N =1120)
/A 539 (50,7) 27 (47,3) 527 (50,6) 39 (49,3)
A/G 446 (41,9) 25 (43,8) 436 (41,8) 35 (44,3)
G/G 78 (7,3) 5 (8,7) 78 (7,4) 5(6,3)
TNFRSFIB +676
(N=1107)
T 635 (60.4) 42 (73.6) 622 (60,5) 55 (69,6)
e 369 (35,1) 10 (17,5) 361 (35,1) 18 (22,7)
G/G 4(4,3) 5(8,7) 45 (4,3) 6(7,5)
ILIRN VNTR 86pb
(N=1152)
1/1 545 (49,8) 31 (534 537 (50,0) 39 (48,7)
Y 393 (35,9) 23 (39,6) 381 (35,5) 35 (43,7)
13 30 (2,7) 1(1,7) 29 (2,7) 2(2,5)
24 5(0,4) 1(1,7) 5(0,4) 1(1,2)
15 2(0,4) 0(0) 2(0,1) 0 (0)
22 105 (9,5) 2 (3,4) 104 (9,7) 3(3,7)
23 9(0,8) 0 (0) 9 (0,8) 0 (0)
24 3(0,2) 0 (0) 3(0,2) 0 (0)
33 2(0,1) 0(0) 2(0,1) 0 (0)

Los datos expresan nimero de pacientes y porcentajes .

N : nimero de pacientes con datos disponibles. Nomenclatura de genes: TNF: Factor de Necrosis
Tumoral-a; LTA: Linfotoxina- a; TNFRSFIB: Receptor- 2 del Factor de Necrosis Tumoral-a;
ILIRN VNTR: Numero Variable de Repeticiones en Tandem en Antagonista del Receptor de
Interleukina-1 "+ 7/G vs T/T + G/G; p = 0,006, OR = 0,39, IC 95% 0,17-0.8 y p = 0,026, OR =
0,55, IC 95% 0,30-0,95 para mortalidad a los 28 dias y a los 90 dias respectivamente.
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Tabla 11.- Asociacion entre alelos y mortalidad.
Mortalidad 28 dias Mortalidad 90 dias
No Si No Si
TNF -238
(N=2270)
G 1998 (92,2) 105 (54,12) 1958 (92,7) 145 (92,78)
4 158 (7,33) 9 (4,63) 154 (7,29) 13 (8,29)
TNF -308
(N=2272)
G 1869 (86,6) 101 (88,59) 1839 (86,99) 141 (89,24)
A 289 (13,39) 13 (11,4) 285 (17,73) 17 (10,75)
LTA +252
(N=2240)
A 1524 (71,73) 79 (64,29) 1490 (71,5) 113 (71,58)
G 602 (27,84) 35 (30,7) 592 (28,43) 45 (28,54)
TNFRSFIB +676
(N=2214)
T 1639 (78,04) 94 (82,45) 1605 (78,06) 128 (81,64)
G 461 (21,9) 20 (17,54) 451 (21,93) 30 (18,41)
ILIRN VNTR 86pb
(N=2304)
1 1520 (69,92) 87 (75) 1491 (69,54) 116 (72,12)
2 615 (28,1) 27 (23,27) 601 (2,84) 44 (27,5)
3 43 (1,96) 1 (0,86) 42 (1,95) 2(1,25)
4 8 (0,36) 1 (0,86) 8 (0,37) 1(0,62)
5 2 (0,03) 0 (0) 2 (0,09) 0(0)

Los datos expresan N° de pacientes y porcentajes; TNF: Factor de Necrosis Tumoral-a; LTA:
Linfotoxina- o; TNFRSF1B: Receptor-2 de TNF-a; IL/RN VNTR: Numero de Repeticiones en

Tandem del Antagonista del Receptor de IL-1.
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Figura 2.- Analisis de supervivencia de Kaplan-Meier de pacientes con neumonia adquirida en la
comunidad en funcién del genotipo TNFRSFI1B +676 G/T . Los individuos con genotipo G/T estan
representados por una linea de puntos, aquéllos con genotipo T/T representados con linea fina y los
portadores de genotipo G/G por una linea gruesa.

- Supervivencia a los 90 dias: long rank %*; p = 0,016. Regresion de Cox* (p = 0,02, HR = 0,53,
IC 95% 0,31-0,9).

- Supervivencia a los 28 dias: Regresion de Cox* (p =0,01; HR,0,41; IC 95% 0,21-0,81).

- Supervivencia a los 15 dias: Regresion de Cox* (p = 0,049; HR,0,48; IC 95% 0,23-0,99).

Estos datos estan ajustados para las variables independientes edad, género, hospital de procedencia

y comorbilidades.
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6.- DISCUSION

Los sindromes de sepsis, sepsis grave y shock séptico, se observan con frecuencia en la NAC
y son causa de elevada mortalidad. Su fisiopatologia es compleja y es el resultado de la interaccion
entre el patdgeno responsable de la infeccion y la respuesta del huésped. La defensa innata del
huésped se asocia inherentemente a los fendmenos de la inflamacién y de la coagulacion. ElI LPS de
las bacterias gram negativas, es detectado por los RRP e inducen la activacion del factor de
transcripcion nuclear NF-xB, y de los promotores de genes que codifican una extensa gama de
mediadores proinflamatorios y antiinflamatorios. Puesto que la desregulacion del sistema de
inmunidad innata parece ser el elemento crucial a la hora de explicar la magnitud de la respuesta
inflamatoria de los pacientes con NAC, los estudios genéticos que evaltian la susceptibilidad y el
pronostico de la NAC se han centrado en genes involucrados en la respuesta inflamatoria y

antiinflamatoria.

El resultado més sobresaliente del presente estudio fue comprobar que, en comparacion con
los supervivientes, los pacientes fallecidos presentaban una frecuencia significativamente menor de
individuos heterocigotos para el SNP TNFRSFIB +676 T/G, sugiriendo por tanto que este
polimorfismo tiene un papel importante en la fisiopatologia de la NAC. Hasta el momento, éste ha
sido el primer trabajo que ha estudiado el protagonismo que tienen los alelos del gen TNFRSF1B en
pacientes afectos de NAC (74). Por otra parte, los resultados de este estudio no nos han permitido
corroborar las asociaciones positivas que se han encontrado en otros estudios entre los
polimorfismos de los genes TNF, LTA, y ILIRN y la susceptibilidad, gravedad o prondstico de la

NAC.
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Estudios originales en ratas han desvelado el papel esencial que desempenan las citocinas en
la sepsis (100). Sin embargo, en humanos, se han obtenido resultados conflictivos en cuanto a la
repercusion que tienen diversos polimorfismos como 7NF, LTA, y ILIRN en la sepsis. Asi, TNF -
308 y -238 han sido asociados a la gravedad de la enfermedad y al prondstico en algunos estudios
(48,52,88, 101) pero no en otros (74,90,102-103). También existe controversia en lo que concierne
al papel de LTA +252 (54,62,65,102) e IL6 -174 (56,59-60,62). El alelo ILIRN™2 también se ha

asociado a una mayor susceptibilidad y peor pronostico de la sepsis (57,64-65).

En el presente estudio, al contrario de lo esperado, se observd una asociacion no significativa
entre el hecho de ser homocigoto para el alelo LTA +252 A y el desarrollo de disfuncion
multiorgdnica. Sin embargo, se observdo una disminucion significativa en la frecuencia de
individuos homocigotos para el alelo ILIRN"2 entre los pacientes fallecidos en comparacion a los

supervivientes.

Hasta el momento presente, sdlo se han publicado tres estudios en pacientes con NAC que
hayan evaluado el papel de estos genes. Waterer et al (54) llevé a cabo dos estudios en un pequefio
numero de pacientes y encontré que los pacientes homocigotos para el alelo LT7TA +2524
presentaban un mayor riesgo de shock séptico. Por el contrario, la insuficiencia respiratoria, en
ausencia de shock se relacionaba muy estrechamente con el hecho de ser homocigoto para el alelo
LTA +252G (52). Gallagher et al (62) no encontraron ninguna asociacion entre los polimorfismos
TNF -308 e IL6 -174 y la susceptibilidad o la gravedad de la NAC. Existen posibles explicaciones
para estas discrepancias que incluyen el escaso poder estadistico de la muestra, la heterogeneidad de
la poblacion estudiada con diversos factores de confusion no reconocidos, la estratificacion de la
poblacién y la imprecision en la definicidon del fenotipo. Estas limitaciones, evidentes en muchos de

los estudios mencionados anteriormente, hacen que la interpretacion de los datos sea problematica.
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En comparacion con los estudios previos, el presente estudio tiene varios puntos fuertes.
Primero, dispone de una amplia cohorte de pacientes con NAC y por tanto ello reduciria la
probabilidad de error tipo I. Segundo, su disefio prospectivo ayuda a minimizar los problemas en la
identificacion del fenotipo. Tercero, el hecho de ser un estudio multicéntrico que incluyd, tanto en
el grupo de pacientes como en el grupo control, sujetos adultos, de raza caucasica y de origen
espanol, hace que la muestra sea homogénea. Cuarto, los datos genéticos se compararon no sélo
entre pacientes y controles sanos, sino también, y més importante aun, entre los propios pacientes
segiin presentaran o no el fenotipo a estudio. Quinto, mientras que la mayoria de los estudios
mencionados anteriormente incluyen una poblacién mixta de pacientes graves con sepsis, nosotros
hemos estudiado pacientes hospitalizados con el unico diagnodstico de NAC. Por ultimo, hemos
evaluado la repercusion que tienen las variantes genéticas en la gravedad y pronostico de la NAC

una vez controladas las diversas variables de confusion que pueden influir en la mortalidad.

Cuando evaluamos en un estudio secuencial la relacion existente entre el riesgo de muerte y
los genotipos TNFRSFIB +676, observamos una asociacion significativa en lo concerniente a la

mortalidad a los 15 dias, 28 dias y 90 dias.

Los receptores TNFR1 y TNFR2 son mediadores de la actividad biologica de TNF-ot y LT-
o.. Ambos receptores activan distintas vias de transduccion de sefales, lo que explica su funcién tan
diversa y a la vez compartida (66). La sefializacion de TNFR2 no esté bien caracterizada, pero se ha
demostrado que es capaz de mediar sefiales que promueven la reparacion tisular y la
angiogénesis(66). Ademas, también se ha observado en cultivos celulares que TNFR2 desempefia

un papel destacado en diversos mecanismos como la apoptosis, la activacion celular y la migracion
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de los leucocitos polimorfonucleares (66-67). Bajo ciertas circunstancias, TNFR2 puede también

contribuir a potenciar la respuesta inflamatoria mediada por TNFR1 (66-67).

Varios estudios han observado una asociacion entre los genotipos del TNFRSFIB +676 y la
susceptibilidad a diversas enfermedades inflamatorias en humanos tales como el lupus eritematoso
sistémico (68), la artritis reumatoide (69) o la enfermedad de Crohn (70). E1 SNP TNFRSFIB +676
resulta de una modificacion de nucleotidos en el codon 196 (MI196R) que origina un cambio de
metionina por arginina. Este codon estd localizado en estrecha proximidad con la diana de
reconocimiento de la enzima de restriccion. Ello resulta crucial para el corte y liberacion del
dominio externo del TNFR2, con la consiguiente pérdida de expresion y por tanto podria
condicionar los niveles de TNFR2 soluble (72-73). Por otra parte, la variante TNFR2-196R,
codificada por el alelo G, ha demostrado tener una menor capacidad para inducir la sefializacion de
NF-kB via TNFR2, lo que resultaria en una menor induccion de los genes dependientes de NF-kB
involucrados en funciones antiapoptoticas y proinflamatorias (67). Nuestro estudio sugiere un
efecto protector del hecho de ser heterocigoto para el SNP TNFRSFIB +676 en lo que concierne al
prondstico de la NAC. Sin embargo, los sujetos homocigotos para el alelo TNFRSFIB +676T
presentan una tendencia hacia un menor riesgo de desarrollar disfunciéon multiorganica. Un
incremento en la actividad de NF-kB se ha asociado con un peor prondstico en pacientes con sepsis
(24). En el mismo sentido, en nuestra experiencia las inmunodeficiencias primarias mediadas por
TLR, tales como las deficiencias en IRAK-4 y MyD88, que comportan una disminucién de la
activacion de NF-xB, confieren una alta susceptibilidad a desarrollar infecciones invasoras por S.
pneumoniae y S. aureus, y en menor medida por P. aeruginosa (105-106). Sin embargo, los
pacientes que presentan estas inmunodeficiencias primarias muestran una escasa respuesta
inflamatoria clinica y bioldgica durante el curso de la infeccion, y de hecho, estas condiciones han

sido referidas como septicemia sin sepsis (104-105). El papel protector que repesenta ser portador
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heterocigoto de TNFRSFIB +676 en lo concerniente al prondstico de la sepsis podria, por tanto ser
debido a un efecto balanceado de las consecuencias deletéreas de una excesiva o defectuosa
activacion NF-kB conferidas respectivamente por el genotipo homocigoto de los alelos salvajes o

mutantes (105).

Hasta la fecha, solo un estudio (74) ha investigado el papel del polimorfismo del receptor
TNFR2 (+676 y +1663). Este estudio fue realizado en 213 pacientes con sepsis grave. Los autores
encontraron una correlacion positiva entre los niveles incrementados de TNFR1 y TNFR2 soluble y
la disfuncion orgénica, pero no se observd ninguna influencia entre el polimorfismo TNFRSFIB 'y
los niveles de TNFR2 soluble, ni tampoco en la susceptibilidad o prondstico de la sepsis. Posibles
razones para explicar esta discrepancia con los datos de Gordon y col.(74), son el estudio de un

fenotipo diferente en ambos estudios y el pequefio tamafio muestral en el estudio de Gordon.

A pesar de los puntos fuertes que presenta nuestro estudio, y que ya han sido mencionados
anteriormente, hay que reconocer que tiene algunas limitaciones. Primero, aunque en este estudio se
han seguido las recommendaciones establecidas para el tratamiento de la sepsis y shock séptico, no
se ha seguido un protocolo especifico. Segundo, se determinaron sélo cinco polimorfismos de
cuatro mediadores. La importancia funcional de muchos de estos polimorfismos ain queda por
dilucidar y muchos SNP pueden representar simplemente marcadores gendmicos de otras variantes
genéticas mas relevantes desde el punto de vista funcional, y que se encuentran en desequilibrio de
ligamiento con el polimorfismo estudiado. Tercero, nuestro estudio podria carecer de la suficiente
potencia estadistica para detectar diferencias significativas para los fenotipos y genotipos menos
frecuentes, particularmente en pequenos subgrupos de pacientes. Sin embargo, se debe hacer notar
que un nimero substancial de pacientes (325: 28%) desarrollaron formas graves de sepsis. Ello nos

permite tener un tamafio muestral suficiente para detectar odds ratios de 1,49, 1,38, 1,29 y 1,28 para
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los alelos del TNF -238A4, TNF -3084, LTA +25 G ¢ ILIRN2 respectivamente, con un umbral de
significacion de 0,05 y con un poder estadistico del 80%. Estos son los alelos que han sido
involucrados en la gravedad de la sepsis, en general con OR superiores a los descritos en este
estudio. Ademas, cuando analizamos la asociacion entre el genotipo TNFRSFIB +676 G/T con la

mortalidad a los 28 dias, el poder estadistico para el OR observado, con un umbral de significacion

del 5%, fue del 93%.

Aun con estas limitaciones, este estudio es unico en el hecho de tener una poblacién
étnicamente homogénea de pacientes ingresados en el hospital por NAC y en el que se evalian los
factores asociados a la gravedad y al pronostico, desde el mismo momento del ingreso en el

hospital.

En conclusion, nuestro estudio no apoya la existencia de un papel importante de los
controvertidos polimorfismos del TNF, LTA, e ILIRN en la NAC y en la sepsis, al menos en nuestra
poblacién. Sin embargo, sugiere un importante papel del SNP TNFRSFIB +676 en el prondstico de
la NAC, que ayudaria potencialmente identificar a un subgrupo de pacientes que podrian
beneficiarse de nuevas estrategias terapéuticas. Los hallazgos de este estudio sientan las bases para
generar nuevas hipdtesis en futuros estudios en los que pueden ser consideradas nuevas

intervenciones como el tratamiento inmunomodulador frente al TNF-ot y LT-o.
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7.- CONCLUSIONES

7.1 Los polimorfismos de los genes TNF-o. -238, TNF-o0. -308, LT-o. +252, IL-1 RN 86 pb VNRT o

TNFRSF 1B+676 (TNF R2 MI196R) se asocian a una mayor susceptibilidad a la NAC.

7.2 Los polimorfismos de los genes TNF-o. -238, TNF-a -308, LT-o +252, IL-1 RN 86 pb VNRT o

TNFRSF 1B+676 (TNF R2 MI196R) se asocian a una mayor gravedad de la NAC.

7.3 Los polimorfismos de los genes TNF-a -238, TNF-a. -308, LT-o. +252, e IL-1 RN 86 pb VNRT

no se asocian a un peor pronostico de la NAC.

7.4 Los polimorfismos del gen TNFRSF 1B+676 (TNF R2 MI196R) se asocia a un peor pronostico
de la NAC. El genotipo TNFRSFIB +676 G/T se asocia con una mayor mortalidad a los 28 dias. El
reconocimiento del polimorfismo TNFRSFIB +676 G/T ayudaria a identificar un subgrupo de
pacientes que podrian beneficiarse potencialmente de tratamiento inmunomodulador frente al TNF-

ayLT-a.
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