VNIVERSITAT
® VALENCIA

VALOR PRONOSTICO DEL ESTUDIO DEL
PERFIL DE MIRNAS EN LA NEUMONIA
ADQUIRIDA EN LA COMUNIDAD

SILVIA VICENTE FERRER

Tesis Doctoral

Dr. Francisco Dasi Fernandez
Dra. Estrella Ferndndez Fabrellas

Dr. Francisco Sanz Herrero
Mayo 2021

Programa de Doctorado en Fisiologia (3127)



DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA
PROGRAMA DE DOCTORADO:
FISIOLOGIA (3127)

VALOR PRONOSTICO DEL ESTUDIO DEL PERFIL DE
MIRNAS EN LA NEUMONIA ADQUIRIDA EN LA
COMUNIDAD.

TESIS DOCTORAL
SILVIA VICENTE FERRER

Directores:
Dr. Francisco Dasi Fernandez
Dra. Estrella Fernandez Fabrellas

Dr. Francisco Sanz Herrero

Valencia, Febrero 2021






Francisco Dasi Ferndndez, doctor en Ciencias Biol6gicas y Profesor Asociado
Departamento de Fisiologia de la Facultad de Medicina y Odontologia de la
Universitat de Valéncia. Investigador del Sistema Nacional de Salud “Miguel
Servet” de la Fundacién Investigaciéon Hospital Clinico de Valencia/Instituto de

Investigacion Sanitaria INCLIVA;

Estrella Ferndndez Fabrellas, doctora en Medicina, Profesora Asociada del
Departamento de Medicina de UVEG y jefa del Servicio de Neumologia del Consorci

Hospital General universitario de Valéncia (CHGUV);

Y Francisco Sanz Herrero, doctor en Medicina y Profesor Asociado del
Departamento de Medicina de la Facultad de Medicina y Odontologia de la
Universitat de Valéncia y Médico adjunto del Servicio de Neumologia del Consorci

Hospital General Universitario de Valencia (CHGUV).
CERTIFICAN:

Que la presente memoria, titulada “Valor prondstico del estudio del perfil
de miRNAs en la neumonia adquirida en la comunidad”, corresponde al trabajo
realizado bajo su direccion por Diia. Silvia Vicente Ferrer, para su presentacion
como Tesis Doctoral en el Programa de Doctorado en Fisiologia de la Universitat

de Valencia.

Y para que conste firman el presente certificado en Valencia, a 28 de Enero
de 2021.

FIRMADO:

i

=

e e Plunts
/’,_—-\ L_//’/*//;

Prof. Dr. Francisco Prf2 Dra. Estrella Fernandez Prof. Dr. Francisco Sanz

Dasi Fernandez Fabrellas Herrero






“La mente que se abre a una idea

jamds volverd a su tamaiio original.”

Albert Einsten






RESUMEN

ANTECEDENTES: La neumonia adquirida en la comunidad (NAC) sigue
siendo una importante causa de morbimortalidad que, a menudo se
diagnostica incorrectamente y se trata de manera inadecuada. La valoracién
de la gravedad de la NAC es una herramienta fundamental para la asistencia
de estos pacientes, pudiendo estratificarlos segun el riesgo, y, en su funcidn,
proporcionar la pauta de tratamiento mas adecuada. Dos de las
complicaciones mdas importantes de estos pacientes es el desarrollo de
sepsis, asi como de hipoxemia. Uno de los biomarcadores con mayor
potencial en la actualidad son los microRNAs, que son pequeiios fragmentos
de RNA que regulan la expresién génica y estan asociados con la patogénesis

de numerosas enfermedades.

OBJETIVOS: Estudiar el perfil de expresion de una serie de microRNAs
circulantes y asociarlo al desarrollo de futuras complicaciones derivadas de

la NAC.

METODOS: Se analizé el perfil de expresiéon de los microRNAs plasmaticos
en un total de 223 pacientes diagnosticados con NAC, cuyas muestras fueron
obtenidas durante las primeras 24 horas de su ingreso. Para ello se utilizd la

RT-qPCR.

RESULTADOS: Los microRNAs son unos potenciales biomarcadores y una
herramienta prometedora para mejorar el pronostico de la NAC. La
expresion de miR-122 esta reducida en pacientes con sepsis, mientras que la
de miR-574 esta aumentada. La expresion de miR-150 estd reducida en
pacientes con hipoxemia. La sobreexpresion de miR-297 parece clave para
el desarrollo de inflamacién pulmonar, asi como de la hipoxemia. Tanto la
expresion de miR-223, como de miR-15a y miR-486 estd reducida en
pacientes que, segun la escala de gravedad PSI se corresponderian como

grupos de mayor riesgo.



CONCLUSIONES: El analisis del perfil de microRNAs plasmaticos en
pacientes con NAC ha permitido establecer una firma genética que puede ser
de gran utilidad de trasladarse a la practica clinica, de cara al prondstico de

estos pacientes.

RESUM

ANTECEDENTS: La pneumonia adquirida a la comunitat (NAC) continua
sent una important causa de morbimortalitat que sovint es diagnostica
incorrectamenti es tracta de manera inadequada. La valoracié de la gravetat
de la NAC és una eina fonamental per a I'assisténcia d’aquests pacients,
podent estratificar-los segons el risc, i, en la seua funci6, proporcionar la
pauta clinica més adient. Dues de les complicacions més importants
d’aquests pacients és el desenvolupament de sépsia, aixi com de hipoxemia.
Un dels biomarcadors amb més potencial en I'actualitat sén els microRNAs,
que son petits fragments de RNA que regulen I'expressié genica i estan

associats amb la patogenesis de nombroses malalties.

OBJECTIUS: Estudiar el perfil d’expressi6 d'una serie de microRNAs
circulants i associar-lo al desenvolupament de futures complicacions

derivades de la NAC.

METODES: Es va analitzar el perfil d’expressi6 dels microRNAs plasmatics
en un total de 223 pacients diagnosticats amb NAC, les mostres de les quals
van ser obtingudes durant les primeres 24 hores del seu ingrés. La tecnica

utilitzada va ser la RT-qPCR.

RESULTATS: Els microRNAs so6n uns potencials biomarcadors i una eina
prometedora per millorar el pronostic de la NAC. L'expressi6 de miR-122

esta reduida en pacients amb sépsia, mentre que la de miR-574 esta



augmentada. L’expressi6 de miR-150 esta reduida en pacients amb
hipoxémia. La sobreexpressi6 de miR-297 sembla clau per al
desenvolupament d’inflamacié pulmonar, aixi com de la hipoxemia. Tant
I'expressié de miR-223, com de miR-15a i miR-486 esta reduida en pacients
que, segons l'escala de gravetat PSI es correspondrien com a grups de més

risc.

CONCLUSIONS: L’analisi del perfil de microRNAs plasmatics en pacients
amb NAC ha permeés establir una signatura genética que pot ser de gran
utilitat de traslladar-se a la practica clinica, de cara al prondstic d’aquest

pacients.

ABSTRACT

BACKGROUND: Community acquired pneumonia (CAP) remains a major
cause of morbidity and mortality that is often misdiagnosed and
inadequately treated. The assessment of the severity of CAP is a fundamental
tool for the care of these patients, allowing them to be stratified according to
risk, and, provide the most appropriate treatment regimen accordingly. Two
of the most important complications in these patients are the development
of sepsis, as well as hypoxemia. One of the biomarkers with the greatest
potential today are microRNAs, which are small RNA fragments that regulate
gene expression, and are associated with the pathogenesis of numerous

diseases.

OBJECTIVES: To study the expression profile of a series of circulating
microRNAs and link it with the development of future complications derived

from CAP.



METHOD: The expression profile of plasma microRNAs was analyzed in a
total of 223 patients diagnosed with CAP, whose samples were obtained
during the first 24 hours after admission. For this analysis, RT-qPCR was

used.

RESULTS: MicroRNAs are potential biomarkers and a promising tool to
improve the prognosis of CAP. The expression of miR-122 is reduced in
patients with sepsis, while that of miR-574 is increased. The expression of
miR-150 is reduced in patients with hypoxemia, while the overexpression of
miR-297 seems key to the development of lung inflammation, as well as
hypoxemia. Finally, the expression of miR-223, as well as miR-15a and miR-
486 are reduced in patients who, according to the PSI severity scale, would

correspond to higher risk groups.

CONCLUSIONS: The analysis of the plasma microRNA profile in patients
with CAP has made it possible to establish a genetic signature that can be
very useful if transferred to clinical practice, regarding the prognosis of

these patients.
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Introduccion



Neumonia adquirida en la comunidad

1.1.Neumonia adquirida en la

comunidad

Hace mas de 100 afos que Sir William Osler defini6 la neumonia como
“La mas extendida y mortal de todas las enfermedades infecciosas agudas,
neumonia, es ahora “el Capitan de los Hombres de la Muerte “. Desde
entonces el desarrollo de medidas higiénicas, el avance de la microbiologia
y el descubrimiento de la antibioterapia disminuyeron, pero no eliminaron
la mortalidad por neumonia. En los siguientes afios queda todavia por
mejorar las medidas de soporte y aumentar la precision de las

herramientas predictivas, especialmente de los biomarcadores.

La neumonia es un proceso inflamatorio agudo del parénquima
pulmonar caracterizado por una exudacion e infiltracién celular en los
alveolos y en el intersticio, provocadas normalmente por la proliferacion
de microorganismos patégenos que acceden al pulmén. En la mayoria de
los casos estos microorganismos acceden al 6rgano por via inhalatoria, sin
embargo también es posible que lo hagan por aspiracién o diseminacion
hematdgena desde un foco séptico a otro nivel, siendo estas dos ultimas

vias de menor frecuencia (1).

Segun el lugar y la forma de aparicion, las neumonias suelen clasificarse
en nosocomiales (o intrahospitalarias) y en adquiridas en la comunidad

(o extrahospitalarias).

Las neumonias nosocomiales (en adelante NN) son aquellas ausentes en
el momento del ingreso hospitalario y que se desarrollan a partir de las 48
horas del mismo, por lo que afectan generalmente a pacientes que ya estan
enfermos y a menudo inmunodeprimidos. Ademads, en este tipo de

neumonias los agentes implicados tienen una mayor virulencia ademas de

34



Neumonia adquirida en la comunidad

un mayor riesgo de desarrollo de resistencias, y afectan al 0,5-1% de los
pacientes hospitalizados (2). Dentro de las NN, se denomina neumonia
asociada al ventilador (en adelante NAV) a aquellas que inciden en
pacientes con via aérea artificial, y que llegan a representar mas del 80%
de las neumonias adquiridas en la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI). De
este modo, mientras que la NN es por su frecuencia la segunda infeccién de
origen hospitalario, la NAV es la infecciéon nosocomial mas frecuente en la

ucl (3).

En cuanto al segundo tipo de neumonias, las denominadas adquiridas en
la comunidad (en adelante NAC) constituyen el tipo de neumonia mas
frecuente y se definen como aquellas de origen extrahospitalario,
agrupandose por tanto aquellas infecciones del parénquima pulmonar
desarrolladas en el seno de la poblacion general, con la intencién de
separarlas de las que afectan a individuos ingresados en hospitales,
expuestos a una flora microbiana distinta. Por otro lado, también quedan
fuera de este grupo los pacientes inmunodeprimidos a pesar de contraer
neumonia en un ambiente extrahospitalario debido a que su
inmunodepresion los hace vulnerables a patdégenos que muy poco
frecuentemente atacarian a un individuo sano (4). A modo de resumen, la
NAC se definiria por tanto como aquella neumonia que afecta a personas
que conviven en comunidad o bien a un paciente en las primeras 48 horas
de suingreso en el centro hospitalario, excluyendo a los pacientes dados de
alta hospitalaria en los 7-14 dias previos al comienzo de los sintomas, asi
como aquellos que han tenido relacién en los meses previos al sistema de

salud (5).
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Epidemiologia de la NAC

La NAC es una de las principales causas de morbimortalidad en la
poblacién tanto en el momento del episodio como en los meses sucesivos
al evento (6). Actualmente en torno al 40% de los pacientes con NAC
requieren ingreso hospitalario, el 75% si se trata de pacientes mayores de
65 anos. Ademas, seguin estudios espafioles y britanicos, entre el 1,2 y el
10% de los pacientes hospitalizados por NAC precisan ingreso en una
Unidad de Cuidados Intensivos (UCI), porcentaje que parece aumentar
progresivamente en los ultimos afios (7). Todo ello supone un gasto
sanitario global muy elevado, especialmente en lo que respecta a los gastos

de hospitalizacion, los cuales implican mas de un 90% del coste total.

Debido a que la NAC no es una enfermedad de declaracion obligatoria, y
a que puede tratarse de manera ambulatoria en muchas ocasiones, resulta
dificil determinar su incidencia. Por este motivo, la incidencia reportada de
la NAC ha sido muy variable en funcién del disefio de los estudios, la

poblacién diana y la localizacién geografica.

Incidencia

Concretamente, en el territorio espafiol se estima una incidencia anual
de 1,6-10 episodios/1.000 habitantes, en los que se objetiva un claro
aumento de la incidencia en pacientes por encima de los 75 afios en los
diferentes estudios realizados (8-10). Diversos estudios situan la
incidencia de la NAC en el Reino Unido entre 1-4,7 episodios/1.000
habitantes/afio (11,12), siendo mayor en Alemania donde se estiman entre
3,7-10 episodios/1.000 habitantes/afno (13,14). Es en Finlandia donde se
sitia la incidencia mas elevada de Europa, con un total de 11,6

episodios/1.000 habitantes/afo (15).
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Ademas, tal y como se muestra en la Figura 1, tiene un predominio en la
época invernal, presentindose mas casos en el primer trimestre en
comparaciéon con el resto del afio, segin un estudio llevado a cabo por
Chacén Garcia et al. en el que utilizaron la informacién recogida por la Base
de datos para la Investigacion Farmacoepidemioldgica en atencion
primaria (BIFAP) asi como en la base de datos en atencién primaria del

Reino Unido THIN (The Health Improvement Network) (16).

Casos/1.000 pers-afio

[BBIFAP OTHIN

0,8 -
0,6 -
0,4 -

0,2 -

1 1 1
Enero-Marzo Abril-Junio Julio-Septiembre  Octubre-Diciembre

Figura 1. Tasa de Incidencia de NAC por trimestre. BIFAP/THIN
Tomada de Chacén Garcia et al. (16)

Por otro lado, esta también demostrada su mayor relevancia en
hombres frente a mujeres, como puede apreciarse en la Figura 2,
especialmente a partir de los 65 afios, asi como en la infancia, periodo
que no se muestra en las graficas pero que también es especialmente

vulnerable.
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Figura 2. Tasa de Incidencia de NAC por edad y sexo (arriba) y porcentaje de
ingresos por NAC por edad y sexo (abajo). BIFAP/THIN. Tomada de Chacdén Garcia
et al. (16)

Como se ha mencionado anteriormente, la incidencia de la NAC,
especialmente de aquellas causadas por neumococo, se acentia y tiene
mayor relevancia en los grupos de edad comprendidos en ambos extremos
de la vida, siendo por tanto los grupos mas vulnerables los nifios,
especialmente los menores de 5 afios, y los adultos mayores de 65 afios. Por
lo que respecta al primero de los grupos de mayor riesgo, que agruparia las
edades comprendidas entre 1 mes y 14 afios, la neumonia supone una de
las infecciones mas frecuentes y una importante causa de muerte durante
esta etapa, especialmente en los paises en vias de desarrollo. En estos
paiseslaincidencia de la neumonia es inversamente proporcional a la edad,

situdndose para los menores de 5 afios entre 30-45 episodios/1.000
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nifioss/afio, etapa en la que, junto con los adultos mayores de 75-80 afios,
tiene la mayor incidencia. Asi pues, los casos anuales para los nifios de
edades comprendidas entre 5 y 9 afios, asi como para los mayores de esta
edad, se sitian entre 16-20 episodios/1.000 nifioSs.ganes y 6-12
episodios/1.0009.105s (17,18). Estos datos se incrementan atin mas para los
nifios de paises en vias de desarrollo, en los cuales la frecuencia de la NAC

es de 2 a 10 veces mayor que en los paises desarrollados (19,20).

En cuanto al segundo de los grupos de mayor riesgo, los mayores de 65
afios, la neumonia supone la cuarta causa de muerte, y la primera si sélo se
consideran las enfermedades infecciosas (21). En esta etapa la incidencia
de la NAC se incrementa drasticamente con la edad (Figura 2), de manera
que si en pacientes de entre 65 y 69 afios se sitda en una media de 18,2
casos/1.000 habitanteses.co/afio, en pacientes mayores de 85 afios se
estima una incidencia anual de 52,3 casos/1000 habitantesgs (22). Asi
mismo, la neumonia es la tercera causa mas comun de hospitalizacion en
personas mayores de 65 afios, lo cual es alarmante si se considera que en
el afio 2050 aproximadamente el 20% de la poblacién mundial superara

esta edad (23,24).

Mortalidad

Por lo que respecta a la mortalidad asociada a la NAC, parece claro que
es baja para los que precisan tratamiento ambulatorio, situdndose por
debajo del 1%. Por el contrario, los datos de aquellos que precisan
asistencia hospitalaria son muy variables, llegando a alcanzar hasta el 48%
en distintas zonas de un mismo pais (25) dependiendo de las series, el nivel
donde se atiende al paciente (entre el 5,7 y el 14% en los hospitalizados y

del 34 al 50% en los ingresados en la UCI), de las comorbilidades que
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presentan, de la existencia de un ingreso previo reciente o de la propia
gravedad de la NAC, entre otros, y muy especialmente de la edad (26). Una
vez mas, la edad es un factor determinante de las tasas de mortalidad,
llegando a ser, segtin los estudios realizados (27,28), hasta 5 veces mayor
en el caso de un paciente por encima de 80 afios frente a un paciente menor
de 50 afios. A su vez, la tasa de mortalidad se incrementa de manera
considerable al incluir el periodo inmediato posterior al ingreso,
situandose en torno al 8% a los 90 dias, al 21% al afio y al 3% a los 5 afios

(26).

Etiologia de la NAC

En general, el diagndstico etiolégico de las NAC no supera el 40-60% de
los casos, dependiendo de la estratificacion de riesgo del proceso
(tratamiento ambulatorio, hospitalizacién, requerimiento de ingreso en un
UCI) (5); de hecho en los casos de neumonia leve, en general tratada fuera

del hospital, en muy pocas ocasiones estd indicado establecer su causa.

Asi mismo, la prevalencia de los diferentes microorganismos causantes
de neumonia varia también segin la edad, los criterios diagnoésticos
utilizados, las pruebas empleadas o la presencia de diferentes
comorbilidades (26). Hay que tener en cuenta pues, que el porcentaje de
casos cuyo agente causal es desconocido es muy elevado; no obstante, en
los todos estudios llevados a cabo, y en la practica totalidad de los paises,
sigue siendo Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae) el agente
etiolégico mas frecuente, seguido por Mycoplasma pneumoniae (M.
pneumoniae), si bien su frecuencia de hallazgo puede depender de si el
estudio se ha realizado en afios epidémicos o no. Asi pues, en pacientes

ingresados en UCI son mas frecuentes las neumonias causadas por
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Staphylococcus aureus, Legionella spp. y neumococo resistente. Por otra
parte, la identificacién de microorganismos atipicos (M. pneumoniae,
Legionella spp., Chlamydophila psittaci y Coxiella burnetii. En la Tabla 1 se
muestra la distribucién de las posibles etiologias en la NAC segtin dénde

tiene lugar la infeccién. (29).

Tabla 1. Distribucién de las posibles etiologias en la NAC.

Microorganismo Comunidad % Hospital, % UCI, %
Streptococcus pneumoniae 14 25 17
Mycoplasma pneumoniae 16 6
Virus 15 10 4
Chlamydophila pneumoniae 12 3
Legionella spp. 2 3 10
Haemophilus influenzae 1 5 3
Bacilos entéricos gramnegativos 5
Staphylococcus aureus 5
No identificados 44 37 41

Fuente: Normativa SEPAR (29)

S. pneumoniae es, como ya se ha indicado en lineas anteriores, el
patégeno mas habitual en cualquiera de los niveles de gravedad, sin
embargo, se sefialan también diferentes agentes etioldgicos en funcién del
indice de gravedad de NAC reportado en cada caso. De este modo, las
bacterias atipicas parecen presentarse significativamente con mas
frecuencia en casos de NAC con indices de gravedad més bajos (neumonias
leves de atenciéon ambulatoria). Sin embargo, parece ocurrir lo contrario
con la presencia de enterobacterias y bacilos gramnegativos, asociados a
NAC de mayor gravedad y que afecta a pacientes con importantes

comorbilidades.
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Factores de riesgo

En cuanto a los factores de riesgo, asi como a la asociaciéon entre
diferentes comorbilidades y gérmenes causantes de NAC, muchos han sido
los estudios llevados a cabo al respeto. Uno de los mas recientes, el
realizado por Almirall et al. en 2017, establece como factores de riesgo
definitivos los siguientes: la edad, el tabaquismo, la exposicién ambiental,
la desnutricién, la NAC previa, la bronquitis cronica/EPOC, el asma, el
deterioro funcional, la mala salud dental, la terapia inmunosupresora, los
esteroides orales y el tratamiento con farmacos supresores del acido
gastrico. En cuanto a otros factores, como el género, el sobrepeso, el
consumo de alcohol, las infecciones recientes del tracto respiratorio, la
vacunacién antineumocoécica y antigripal, la terapia de inhalacion, los
trastornos de la deglucion, la disfuncién renal y hepatica, la diabetes o el
cancer, los resultados de este estudio no permitieron obtener una
conclusion definitiva sobre su papel como factor de riesgo y por tanto su

asociaciéon con una mayor incidencia de NAC (30).

Hay estudios enfocados a demostrar la asociaciéon entre diferentes
comorbilidades y gérmenes causantes de NAC, sin embargo, a pesar de que
en muchos casos la variabilidad de los resultados es elevada y poco
concluyente, algunas de las relaciones son significativas. El estudio llevado
a cabo en 2009 por Falguera et al. muestra la relacion entre la presencia de
EPOC, la utilizacién de corticoides, la taquipnea al ingreso y el uso previo
de antibidticos con la NAC por bacilos gramnegativos (31), por otro lado
menos frecuentes en pacientes mayores, en los que la NAC por aspiracién y
por Haemophilus influenzae (H. influenzae) se dan con mayor prevalencia.
Ademas, el estudio llevado a cabo en el mismo afio por Kallen et al.

confirman la asociacidn entre infeccion por virus Influenza y neumonia por
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Staphylococcus aureus (S. aureus)(32), siendo el factor de mayor relevancia
para desarrollar una neumonia por este microorganismo. El antecedente
de infeccion viral previa se recoge en practicamente la mitad de los
pacientes, y en un tercio de estos la infecciéon esta causada por el virus
Influenza. Otros estudios relacionan los casos de NAC que tienen como
agente causal M. pneumoniae con pacientes jévenes, cuadros clinicos més

leves y brotes microepidémicos (33).

Diagnédstico clinico

La historia clinica del paciente es fundamental y clave en el diagndstico
dela enfermedad. La presencia de 2 o mas sintomas o signos clinicos como
fiebre, tos, expectoracion, disnea, dolor pleuritico y signos fisicos
caracteristicos puede ser un indicador de posible NAC (34). No obstante,
en los ancianos puede cursar de un modo paucisintomatico con
disminucién del nivel de consciencia, confusion o fiebre pero ninguna
manifestacion respiratoria, lo que puede retrasar su diagnostico (35). Sin
embargo, la ausencia de datos clinicos especificos de neumonia requerira

siempre descartar otras opciones diagnosticas.

Manifestaciones clinicas y etiologia de
la neumonia

Clasicamente se ha diferenciado entre pacientes con cuadro clinico de
NAC tipico o atipico, segtn la presencia o ausencia respectivamente de 3 o
mas de las siguientes manifestaciones: inicio brusco, escalofrios, dolor
pleuritico, expectoracidon purulenta, semiologia franca y leucocitosis. Si
bien esta clasificacién no tiene una utilidad predictiva absoluta, se

correlaciona con una mayor o menor probabilidad de agentes
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convencionales o atipicos. En la Tabla 2 se recoge la correlacion entre los
patégenos mas comunes y los hallazgos clinicos y epidemioldgicos mas

especificos de estos.

Tabla 2. Microorganismos responsables de NACy su correlacién con caracteristicas
clinicas y epidemiolégicas especificas.

Datos epidemiolégicos  Datos clinicos y radioldgicos

El mas comun en cualquier Cuadro clinico tipico: escalofrios,
S. pneumoniae circunstancia. Predominio esputo herrumbroso, dolor
invernal pleuritico, leucocitosis

Personas con enfermedades

Haemophilus de base. especialmente Cuadro clinico tipico: escalofrios,
. » €SP . esputo herrumbroso, dolor
influenzae fumadores y pacientes con f N

pleuritico, leucocitosis
EPOC
Cuadros muy graves con
S. aureus Drogadiccidn, infeccién previa infiltrados bilaterales,
por virus influenza cavitaciones y derrame pleural.

Bacteremia frecuente

Inmunosupresion, pacientes

Bacilos Gram con EPOC avanzada,

Cuadro clinico muy grave con

negativos y P. . . shock séptico. Cavitacion
q tratamiento con corticoides P
aeruginosa . . . radiolégica
sistémicos o bronquiectasias
Personas jévenes sin Cuadros clinicos generalmente
Mycoplasma . 2
, enfermedades de base. Brotes leves y poco sintomaticos (cuatro
pneumoniae . s - o
en comunidades o familiares clinico atipico)
Chlamy-dophila  Afecta por igual a todoslos Cuadro clinico sin caracteristicas
pneumoniae grupos de la poblaciéon particulares
Maés frecuente en zonas Cuadros sintématicos o sindrome
Coxiella burnetti montafiosas; contacto con el febril sin focalidad. Alteracién
ganado hepatica

. . 0z Cuadros clinicos graves.
Predominio estival, relacion

Legionella . . Alteraciones neurolégicas y
, con periodos lluviosos. Brotes . . .
pneumophila o Rred gastrointestinales (diarrea),
epidémicos . .
hiponatremia
Brotes epidémicos. Durante , P . .
. Sintomas de las vias respiratorias
. las pandemias se afectan con .
Virus altas y cefalea. Infiltrado

preferencia personas obesas y

embarazadas multilobar parcheado

Fuente: Falguera M. y Ramirez M. F. (2015)

De este modo, y como se ha mencionado brevemente en el apartado de

la etiologia de 1a NAC, es S. pneumoniae el agente etioldgico mas frecuente
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seguido, dentro de las bacterias convencionales y que afectan
especialmente a pacientes con enfermedades de base, de H. influenzae, S.
aureus, M. catarrhalis, P. aeruginosa y otros bacilos Gram negativos (26,35).
Generalmente P. aeruginosa, como la mayoria de bacilos Gram negativos
entéricos, se asocian a NAC mas grave al aparecer con mayor frecuencia en
pacientes inmunodeprimidos, con EPOC avanzada, bronquiectasias o
tratados con corticoides por via sistémica, si bien también hay
documentados casos de infecciones bacterianas de este tipo en personas

previamente sanas (31,36).

Asi mismo, en cuanto a los agentes denominados atipicos, y como
también se ha mencionado, M. pneumoniae suele ser el responsable de
pacientes jévenes que presentan cuadros clinicos con escasa
sintomatologia, provocando un cuadro clinico subagudo y, raramente de
gravedad; si bien también se ha descrito algin caso de NAC causada por
este microorganismo grave o fulminante (37). Por otro lado, C. pneumoniae,
C. psitaci y Coxiella burnetii, también agentes atipicos de neumonia, tienen
una importancia relativa, segin los estudios epidemiolégicos llevados a
cabo, en funcién de las pruebas diagndsticas practicadas, la existencia de

brotes epidémicos o las regiones geograficas consideradas (35).

En cuanto a L. pneumophila como agente causante de NAC, suele
relacionarse con cuadros clinicos graves que incluso pueden precisar de
ingreso en UCI, y que puede asociarse a manifestaciones clinicas
particulares. Entre estas, destaca la presencia de alteraciones neurolégicas

o gastrointestinales o hiponatremia (38).

Por otro lado, el papel de los virus como causantes directos de NAC es
evidente, mas ain después de la pandemia causada por el virus influenza

H1N1 en 2009. Sin embargo, en la mayoria de los casos aparece asociado

45



Neumonia adquirida en la comunidad

con otras bacterias patégenas causantes de neumonia, principalmente con
S. pneumoniaey S. aureus, como apunta el estudio llevado a cabo por Viasus
et al. en 2013 (39). Si bien los estudios que utilizan técnicas diagnosticas
moleculares elevan notablemente la frecuencia con la que se afslan virus en
los pacientes con neumonia. No obstante, la presencia de manifestaciones
extrapulmonares, como cefalea o rinorrea, si que sugieren una etiologia

virica (40).

En cuanto a las personas inmunodeprimidas, especialmente para
aquellos infectados por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), si
bien S. pneumoniae es el agente causal mas frecuente cuando la inmunidad
es aceptable, para los pacientes con inmunodeficiencia mas intensa
(linfocitos CD4 por debajo de 200/mm3) pasa a ser Pneumocystis jirovecii
la etiologia mas frecuente (41). Por su parte, S. aureus se caracteriza por
causar cuadros clinicos graves, con infiltrados bilaterales, a menudo
cavitados, asociados a derrame pleural e infecciéon previa por el virus
influenza; ademas, la potencial resistencia de éste a la meticilina aumenta

la relevancia de este microorganismo (42).

No obstante, tal y como se ha indicado en lineas anteriores, en ausencia
de datos clinicos especificos que permitan confirmar una neumonia sera
necesario recurrir a exploraciones complementarias que confirmen el
diagnéstico. Estas pruebas son esencialmente las que se muestran en la

Figura 3, y serdn desarrolladas en los apartados siguientes.
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Figura 3. Clasificacion de las diferentes pruebas para el diagnéstico clinico de la

NAC. [Elaboracién propia]

Estudios iniciales

Dado que se trata de una de las infecciones mas relevantes,
especialmente para los servicios de urgencias, es fundamental determinar
correctamente la necesidad de ingreso asi como la ubicacion y la intensidad
de los cuidados, pues esta primera actuacion va a condicionar el pronéstico,
la mortalidad, la solicitud de pruebas y estudios microbiolégicos o el

tratamiento antibidtico administrado, entre otros (43).

1.1.4.2.1.Signos y sintomas

La utilidad de las manifestaciones clinicas, asi como la exploracion fisica
y las pruebas de laboratorio en el diagnostico de la NAC es un tanto
controvertida, pues se ha observado un bajo rendimiento de estos aspectos.
No obstante, diversos estudios han mostrado la relacion entre la presencia
de signos clinicos como fiebre > 382C, taquicardia > 100lpm o taquipnea >

20rpm, asi como de alteraciones en la exploraciéon (crepitantes,
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hipofonesis, matidez en la percusiéon o sibilancias), con una elevada

sensibilidad y especificidad para detectar NAC (44).

Por otro lado, los signos y sintomas tampoco suponen una herramienta
diagnéstica definitiva de la neumonia, pues estos a menudo se solapan con
los de otras infecciones respiratorias, por lo que resulta poco fiable

establecer un diagnéstico de NAC tinicamente en base a ellos.

Asi pues, y como norma general, el diagnéstico de la neumonia estaria
basado en la combinacién de una serie de manifestaciones clinicas y la
presencia de infiltrados radiolégicos de nueva aparicion en la radiografia

de torax.

No obstante, y considerando numerosas limitaciones, existen trabajos
que han descrito la relacién entre algunas manifestaciones clinicas de la
neumonia como orientativas de alguna etiologia determinada. En este
contexto, los casos de NAC causados por S. pneumoniae se asocian segin
diversos estudios con menos dias previos de clinica, mayor edad, presencia
de infiltrados radiologicos, fiebre alta (>392C), esputo hemoptoico y dolor
toracico (45,46). Asi mismo, conocer la historia clinica y los antecedentes
personales del paciente puede suponer de ayuda en el diagndstico de la
NAC, como en el caso de la asociacién entre infeccion previa por el virus
influenza y la neumonia causada por S. aureus (39). La neumonia por M.
pneumoniae se ha relacionado clasicamente con pacientes jovenes, cuadros
clinicos mas leves y la apariciéon de microepidemias familiares, ademas de
con cifras significativamente mas bajas de leucocitos y valores de proteina
C reactiva en sangre (pCr) (33). En el caso de la neumonia causada por L.
pneumophila, varios estudios prospectivos demuestran una asociacidn
positiva con el sexo masculino, el antecedente de alcoholismo y los

sintomas gastrointestinales y neuroldgicos, tales como dolor abdominal,

48



Neumonia adquirida en la comunidad

nauseas, vomitos, diarrea, cefalea o confusiéon del paciente. A su vez,
describen una asociacion negativa entre este agente causal y la NAC con el
esputo purulento, el dolor toracico pleuritico y la infeccién previa de tracto
respiratorio superior (47,48). Segtn los estudios llevados a cabo hasta el
momento, la neumonia causada por C. burnetii tiene como sintomas mas
comunes fiebre elevada, tos, cefalea y mialgias, estando ausentes en la
mayoria de los casos los sintomas respiratorios y los antecedentes de
exposicién zoonédtica (49). Finalmente, a la neumonia por bacilos
gramnegativos se le atribuyen cuadros clinicos de mayor gravedad, asi
como riesgo de aspiracion, ingreso hospitalario previo, tratamiento

reciente con antibiéticos o corticoides y comorbilidad pulmonar (31).

1.1.4.2.2.Marcadores biolbgicos

Durante los ultimos afios son muchos los estudios llevados a cabo con el
fin de encontrar marcadores biolégicos o biomarcadores que tengan una
utilidad pronéstica y diagnéstica en la NAC, que sean econémicos y con
resultados rapidos (point-of-care). Este término hace referencia a
moléculas medibles en muestras biolégicas cuyas concentraciones pueden
ser un indicador del grado de respuesta del estado biologico. En el caso de
la neumonia, la determinacién de biomarcadores de respuesta inflamatoria
e infecciosa (BMRII), ademdas de proporcionar informacién adicional a la
obtenida con los datos clinicos, podrian constituir un indicador del grado
de respuesta inflamatoria, ademas de monitorizar la respuesta al
tratamiento y servir de guia de la terapia antibiética, facilitando la toma de
decisiones (50). En resumen, las principales utilidades que los BMRII

podrian tener sobre la NAC son las siguientes.
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Establecer un diagnéstico precoz de NAC bacteriana,
descartando otras enfermedades con sintomatologia y clinica
similar.

Identificar de manera precoz a los pacientes con NAC grave con
la mayor sensibilidad y valor predictivo positivo (VPP) posible.

(50).

Estratificar el riesgo de evolucién desfavorable, complicaciones
y mortalidad, bien de manera independiente o combinando los
resultados con las escalas prondsticas de gravedad existentes
para llevar a cabo el ingreso hospitalario en el lugar mas

adecuado para el paciente.

Se han propuesto también como posible guia para determinar la
duracion del tratamiento antibiotico, como es el caso de la

procalcitonina (51).

Los marcadores bioldgicos mas estudiados hasta la fecha son la proteina
C reactiva (pCr) y la procalcitonina (PCT), asi como el lactato. No obstante,
cabe mencionar también el papel de diversas interleucinas (IL),
especialmente de la IL-6 y la IL-8, el dimero-D, de la copeptina y los
péptidos natriuréticos (34), asi como la regiéon medial de Ila
proadrenomedulina (52), los cuales también se han asociado de manera
prometedora al diagnéstico y pronéstico de la NAC, aunque actualmente

menos disponibles en la practica clinica.

La pCr es una proteina sintetizada en el higado y liberada por los
hepatocitos tras la estimulacién de la interleucina 6 (IL-6) y la interleucina

8 (IL-8), citosinas que activan la respuesta del organismo frente a cualquier
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tipo de inflamacion, infecciones viricas, bacterianas o NAC mixtas (50). Se
trata de uno de los biomarcadores de respuesta inflamatoria mas
estudiados, y, si bien su uso se ha limitado a complementar las escalas
prondsticas existentes en la decision del ingreso hospitalario, asi como a
estimar la gravedad del paciente hospitalizado (53), diversas
investigaciones le otorgan un papel mas relevante. En pacientes mayores
de 65 afios se ha conseguido establecer un punto de corte para diagnosticar
NAC frente a otros procesos pulmonares agudos (54,55). Asi mismo, puede
resultar 1til el analisis de los valores de pCr de muestras de liquido pleural,
pues los estudios de Bielsa et al. indican diferencias significativas de estos
valores entre pacientes con derrame pleural simple y derrame pleural

complicado (56).

Sin embargo, el uso de este biomarcador cuenta con una serie de
limitaciones, y es que sus valores dependen de la edad, el sexo y la raza, lo
que requiere ajustar e interpretar las concentraciones séricas de cada
paciente. Por otro lado, se trata de una proteina con una cinética lenta, lo

cual podria dar lugar a falsos negativos al inicio de la NAC (50).

Otro de los biomarcadores mas estudiados, y con resultados mas
favorables que el mencionado anteriormente, es la procalcitonina (PCT). Se
trata de una proteina sintetizada en la glandula tiroides y las células
neuroendocrinas del pulmoén principalmente, si bien puede producirse en
otros tejidos como respuesta a una infeccién bacteriana. Numerosos
estudios han demostrado la elevada capacidad de la PCT a la hora discernir
una infeccion bacteriana de una virica, e incluso detectar sobreinfeccion
bacteriana en pacientes con neumonia viral (57-60). Este papel es de

especial relevancia ya que, ademas de tener un importante significado
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diagnéstico y prondéstico, condicionara la decisidn de solicitud de estudios
microbiolégicos, de ingreso o alta, y la eleccién del tratamiento
antimicrobiano, convirtiendo a la PCT en una eficaz herramienta en los
servicios de urgencias (43). Cabe destacar también la utilidad de la PCT
para discriminar entre microorganismos intracelulares y neumococos y
bacilos gran negativos, siendo especialmente 1til a la hora de predecir la
etiologia de NAC por neumococo con una elevada sensibilidad y
especificidad, considerandose hasta la fecha el biomarcador con mayor
capacidad discriminativa (52). Su cinética ha sido estudiada para

establecer la duracién del tratamiento antibiético (61).

Por otro lado, parece clara también la relacion entre las concentraciones
de PCT y la progresion de la neumonia a sepsis grave-shock séptico, asi
como la mala evolucién de los pacientes (59). Los estudios llevados a cabo
al respecto parecen confirmar la asociacién existente entre valores
elevados de PCT con una mayor evolucién a cuadros de sepsis grave y shock

séptico y a una mayor mortalidad (59,62).

El lactato se considera el mejor marcador de hipoperfusién e hipoxia
tisular, ademas de relacionarse significativamente con la supervivencia de
los pacientes. Cuando los valores del mismo son mayores a 2,5 mmol/], los
pacientes deben ser monitorizados, pues se asocian a una mayor gravedad
(sepsis-shock séptico), mala evolucidon y mortalidad (63). Los autores que
llevaron a cabo este estudio concluyeron, ademas, que tanto si el paciente
con NAC presenta hipotensiéon como si no, si el lactato es mayor de
2,5mmol/ly/o sisuvalor de PCT es superior a 1ng/ml, no deberia ser dado

de alta. Si ademas el lactato supera los 4mmol/l y la PCT es mayor a
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10ng/ml, el paciente tendria altas probabilidades de bacteriemia y shock

séptico, por lo que seria conveniente su ingreso y valoracion en la UCL

Es interesante por tanto combinar el lactato con algin otro
biomarcador, como la PCT, pues permite mejorar la valoraciéon prondstica
y diagnostica en urgencias, ya que por si solo no es capaz de distinguir la
infeccion de otras causas de sindrome de respuesta inflamatoria ni, a priori,

sospechas bacteriemia (52).

En humanos, durante infecciones sistémicas tiene lugar el aumento de
los niveles plasmaticos de endotelina-1 (ET-1) madura, lo que se
correlaciona con un mayor riesgo de mortalidad. Un estudio llevado a cabo
en 2008 por los autores Schuetz et al. demostré que el precursor de este
péptido, la proendotelina-1 (proet-1) tendria utilidad diagnéstica y
prondstica como predictor temprano de riesgo de muerte y necesidad de
ingreso en UCI en pacientes con NAC, correlaciondndose por tanto con la
gravedad de esta enfermedad. No obstante, se requieren de mas estudios
para valorar si este biomarcador supondria una mejora considerable tanto
en la prediccién del riesgo como en la mejora del manejo clinico de los
pacientes con NAC, por lo que su uso por el momento todavia estaria

alejado de la clinica diaria (64).

El dimero-D (DD) se encuentra frecuentemente elevado en procesos
inflamatorios, como la neumonia, pero de manera inespecifica y sin
asociacién estadisticamente significativa con reactantes de fase aguda
como la pCr, motivo por el cual su interpretacion puede llegar a ser dificil

y causar confusion (65). No obstante, a falta de estudios complementarios,
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se propone como un biomarcador prondstico al estar relacionado con la
gravedad, la mala evolucién y la mortalidad a los 28 dias, si bien todavia no

se utiliza para establecer el prondstico de la NAC (66).

Lo copeptina es una hormona de estrés de importancia prondstica y
discriminadora de diagnéstico (67). Utilizada como biomarcador la
copeptina se ha relacionado significativamente con la mortalidad de los
pacientes de NAC (68). En pacientes con NAC, las concentraciones de
copeptina detectadas son significativamente mas altas que las detectadas
en controles sanos; ademas, este incremento es gradual en funciéon de la
gravedad del caso, encontrandose en concentraciones significativamente
mayores en pacientes con neumonia frente a pacientes sanos. Ademas, las
concentraciones de esta son significativamente mayores en los pacientes
que fallecen como consecuencia del proceso infeccioso pulmonar, lo que la
podria convertir en un biomarcador cuantificable y confiable que reflejaria
los distintos mecanismos patogénicos de enfermedad, ademas de servir
como predictor de evoluciéon, de gravedad de la enfermedad y de
prondstico. Sin embargo, y del mismo modo que los anteriores, su papel
como biomarcador pronéstico para la NAC todavia se encuentra en
investigacidn, por lo que su uso todavia no ha sido trasladado a la clinica

(69).

Tanto el precursor del péptido natriurético auricular como el de tipo B
(proBNP), han sido estudiado como factores pronésticos de mortalidad en
NAC (52). No obstante, la utilidad de este tltimo ha sido mas ampliamente
demostrada, concretamente por las investigaciones de Usuda et al,, quienes

compararon los niveles de este péptido con pacientes con NAC, neumonia
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por aspiraciéon, neumonia asociada a los cuidados sanitarios y neumonia
con insuficiencia cardiaca aguda, encontrando diferencias significativas

que validaban a proBNP como un marcador pronoéstico (70).

La region medial de la proadrenomedulina (MR-proADM) es un
biomarcador pronoéstico en pacientes con NAC descrito recientemente. Se
trata de un péptido producido por multiples tejidos en condiciones de
estrés con propiedades vasodilatadoras, inmunomoduladoras, metabdlicas
y bactericidas, entre otras. En los servicios de urgencias su medida resulta
util para predecir un mal resultado clinico de los pacientes con NAC,
mostrando una capacidad predictiva similar a la predicha por la escala de
gravedad PSI (71). Ademas, al igual que la procalcitonina, la MR-proADM
ha demostrado ser muy sensible y especifica parala prediccion de infeccion
bacteriana y la orientacién sobre el agente causal, su evolucién clinica, la
posibilidad de bacteremia, y mortalidad, ademas de servir de guia del
tratamiento antibiético. Se trata por tanto de un prometedor biomarcador

para el prondstico de la NAC (72).

1.1.4.1.3.Evaluacién del oxigeno arterial:

pulsioximetria y oximetria

La medida del estado de oxigenacién es importante en la evaluacién
inicial de pacientes con NAC, ya que la hipoxemia se ha asociado con el
ingreso posterior en la UCI y la mortalidad de los pacientes, lo que refleja

la gravedad de la insuficiencia organica primaria en esta enfermedad (73).

Para determinar la oxigenacion arterial y poder detectar lo antes
posible si hay hipoxemia, se han de llevar a cabo las técnicas de

pulsioximetria u oximetria. En el caso de la primera, resultados de Sa0; <

55



Neumonia adquirida en la comunidad

90% supondrian que el paciente presenta hipoxemia, mientras que en el

caso de la oximetria valores de PaO; < 60 mmHg serian el indicador (26).

Mediante el uso de la gasometria arterial se puede determinar los
valores de Pa0; y su relaciéon con la fraccién inspiratoria de oxigeno
(FiOz)La aparicion de hipoxemia (Pa02/FiO, < 300) se ha establecido como
un factor de mal prondstico independiente del grado de severidad de la
neumonia segun las escalas prondsticas habituales y puede estar presente
hasta en el 30% de las neumonias consideradas inicialmente como de bajo

riesgo (74,75).

Estudios de imagen

Dentro de las pruebas de estudio de imagen que suelen llevarse a cabo
para diagnosticar un posible caso de NAC, la mas importante y
comunmente utilizada es la radiografia de torax, si bien también se cuenta

con la tomografia computarizada.

1.1.4.3.1.Radiografia de térax

La radiografia de térax, a diferencia de la inespecificidad de las
manifestaciones clinicas, puede ser de gran utilidad a la hora de establecer
el diagnostico, la localizacidn y la extension, sus posibles complicaciones,
detectar alguna enfermedad pulmonar asociada, asi como otros posibles
diagnésticos, y evaluar la evolucion de la NAC. La apariciéon de nuevos
infiltrados alveolares en la radiografia de térax apoya el diagnostico de
neumonia. Si bien no se ha determinado que esta prueba permita
establecer un diagnoéstico etioldgico, al no haberse observado asociacion
entre las interpretaciones de las radiografias con el patégeno causante, un

estudio preciso de éstas proporciona informacién ttil sobre la localizacién
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de la neumonia, su extension (afectacion multilobar o bilateral) y la
presencia o no de derrame pleural, lo que puede guiar a la hora de estimar
la gravedad de la neumonia. La determinacién de los antibidticos, por
tanto, no ha de basarse en los hallazgos radiograficos, sino en el cuadro

clinico completo, incluidas las pruebas microbioldgicas (76).

1.143.2Tomografia computarizada

Segun diversos estudios, teniendo en cuenta los diferentes agentes
patogenos causantes de NAC y los métodos diagnésticos disponibles en la
actualidad, hay una elevada incidencia de diagnosticos erréneos de NAC, lo
que en ocasiones conduce a un uso inadecuado de antibi6ticos. Segun
diversas investigaciones, entre ellas la llevada a cabo recientemente por los
investigadores Garin et al, la tomografia computarizada (TC) reduciria el
diagnéstico excesivo y seria especialmente util para descartar neumonia,
por lo que tendria un impacto importante para los pacientes con
probabilidad intermedia de enfermedad. De este modo, el uso de la TC
podria reducir la prescripcién inadecuada de antibiéticos e identificar una
causa alternativa para los sintomas del paciente con sospecha de NAC, sin
embargo, es necesario evaluar la relacion coste-efectividad de esta técnica,
por lo que hasta ahora su papel esta limitado en la practica clinica y se usa

principalmente en casos dudosos o en neumonias complicadas (77).

1.1.4.3.3.Ecografia toracica

Si bien la radiografia de térax es la principal herramienta de diagnéstico
para la neumonia adquirida en la comunidad, recientemente est4 ganando
popularidad como una posible herramienta complementaria para el
diagnostico de enfermedades pulmonares la ecografia de térax. Se trata de

una técnica no invasiva y libre de radiacién, facilmente disponible en
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muchos departamentos clinicos y adecuada para el examen de cabecera en
entornos de cuidados mas criticos, y con una elevada sensibilidad y
especificidad en el diagnoéstico de la NAC. Es por ello que se estad
empezando a proponer la ecografia toracica como posible alternativa o
complemento de la radiografia de térax en el diagnostico de la NAC, al
menos en grupos de pacientes sensibles a la radiacién como mujeres

embarazadas o nifios (78).

No obstante, debe tenerse en cuenta que hasta ahora las guias actuales
sobre el diagndstico y manejo de la neumonia no incluyen esta técnica, por
lo que si bien parece prometedora, su total aplicacién en la clinica diaria
aun no se ha producido. Sin embargo, y como ya se ha comentado, la
ecografia toracica podria desempefiar un papel complementario de gran
relevancia en el diagndstico y manejo de la NAC, asi como ser una buena
opcidén para controlar la evolucion de los focos de neumonia después de un
diagnéstico confirmado por radiografia de térax o diagnosticar derrames

pleurales paraneumocdcicos (79).

Estudios microbioldgicos

Actualmente se dispone de buenas pruebas microbiolégicas con una
alta fiabilidad para el diagndstico etioldgico de la neumonia, no obstante,
la rentabilidad de estos suele ser baja. Esto es debido a que dependen del
momento en el que se encuentre la infeccién, motivo por el cual tan solo en
el 40-60% de los casos de neumonias se puede determinar el patégeno
causante. Si bien hay cierta controversia respecto a la utilidad de conocer
el agente causal y de cémo este puede influir en el prondstico de cada
paciente, habiendo quien cuestione la necesidad de realizar estudios

microbiolégicos, si parece haber una correlacion clara entre un diagndstico
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etiolégico precoz y una mejora mas rapida tras el inicio del tratamiento. El
principal interés en el conocimiento del agente causal de la neumonia es
ajustar el tratamiento antibiético empirico ajustando su espectro, evitando
asi la generacién de resistencias, y por otra parte conocer los patégenos
existentes en el area de trabajo. Del mismo modo, también se ha
correlacionado la administracién de antibidticos inadecuados con el mal

prondstico de los pacientes de NAC (80).

Asi pues, a continuacién, se recogen las pruebas diagndsticas mas
conocidas y comunmente utilizadas para la identificaciéon de los agentes

causales de la NAC.

1.1.4.3.1. Tincién de Gram y cultivo del esputo

La tincion de Gram realizada en una muestra de esputo si ha
demostrado servir como guia para la seleccion inicial de la terapia
antimicrobiana a administrar en pacientes con neumonias bacterianas, con
una sensibilidad en torno al 80%, cuando el esputo es aceptable. Esta
prueba es ampliamente aceptada y utilizada ya que resulta un método
barato, no supone ningln riesgo para el paciente, no requiere de un equipo
sofisticado para llevarla a cabo y la evaluaciéon se completa en unos pocos
minutos y proporciona informaciéon valiosa sobre el diagndstico y

pronostico del paciente (81).

El diagnéstico microbiolégico de la neumonia a través del cultivo de
esputo tiene cierta controversia, ya que ha demostrado no ser del todo
fiable, ademas de precisar 48 horas antes de tener los resultados. Es
necesario que el esputo tenga caracteristicas validas para ser procesado, lo
cual s6lo ocurre en un 40-60% de los casos. No obstante, para muestras

obtenidas de manera invasiva (como en pacientes de UCI) si se han
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demostrado mejores resultados (34).

1.1.4.3.2.Hemocultivo

Los hemocultivos constituyen parte de la investigacion microbiologica
rutinaria realizada a pacientes con NAC que requieren hospitalizacion, si
bien su rentabilidad y aplicacién ha sido cuestionada ya que tan sélo
alrededor del 10% presentara bacteriemia y atin en estos casos, no siempre
condicionard la modificacién del tratamiento inicial dado que los
resultados siempre van a ser diferidos (26). Por este motivo, parece logico
limitar esta prueba a los casos mas graves, especialmente si presentan
shock séptico, estan inmunodeprimidos o se sospecha fracaso del
tratamiento empirico, pues son los que mayor probabilidad de resultado
positivo presentan; asi como de excluirla en los casos en los que haya

habido una toma reciente de antibidticos, pues limitara los resultados (82).

De cualquier modo debe valorarse la importancia no sélo de la
deteccion del patégeno mediante hemocultivos o cultivos de esputo, sino
también la sensibilidad de los métodos diagnosticos a agentes
antibacterianos dada la era actual en la que las resistencias a antibioticos

estan en claro aumento (83).

1.1.4.3.3. Técnicas de diagnéstico molecular:

Reacciéon en cadena de la polimerasa

La técnica de la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) para
identificar DNA de los patdgenos causantes de NAC en muestras bioldgicas,
como esputo, sangre, liquido pleural u orina, ha demostrado tener una
sensibilidad superior a la de los demas métodos diagnoésticos, por lo que es
de gran utilidad para incrementar el nimero de diagnésticos etioldgicos de

pacientes con NAC (80). Especialmente, la técnica de PCR a tiempo real
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permite que los resultados estén disponibles rapidamente y, por lo tanto,

en un periodo de tiempo clinicamente relevante (84).

Los estudios llevados a cabo sobre el papel de esta técnica en el
diagnéstico de la NAC demuestran un aumento significativo de deteccién
de patdégenos respiratorios de alrededor de un 30% frente a las técnicas
mas tradicionales. Este incremento es debido, en gran parte, a que la PCR a
tiempo real permite la deteccidn de virus respiratorios, que raras veces son
detectados por otras técnicas, asi como de bacterias atipicas (84,85).
Ademas, seglin el estudio de Templeton et al, se obtuvo un mayor
porcentaje de éxito en los diagndsticos microbiolégicos de pacientes
mayores de 60 afos (un 87%) asi como en pacientes con neumonia grave
(90%), lo que sugiere que esta técnica puede tener un papel importante en
el diagndstico de infecciones con las tasas de mortalidad y morbilidad mas

elevadas (84).

1.1.4.34.Deteccion de antigenos en orina

Los métodos inmunoldgicos mas empleados en el diagndstico de la NAC
son la deteccion de antigenos mediante inmunocromatografia.
Concretamente, el examen de orina obedece a que los antigenos
microbianos se concentran en la misma mas que en otros fluidos sin que
existan anticuerpos que alteren los resultaos. La deteccion de antigenos en
orina es, por tanto, una técnica cominmente utilizada, con una sensibilidad
de pacientes sin bacteriemia y con bacteriemia del 50-80% y de 75-85%
respectivamente, siendo la especificidad superior al 95%, parametros que

no se verian afectados por el uso de antibidticos (86).

Otro agente causante de NAC que puede detectarse a través de la orina

es Legionella pneumophila serogrupo 1, de hecho ésta es la técnica de
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eleccion para el diagnostico de pacientes con criterios sugestivos de esta
etiologia, ya que la deteccidn en orina de su antigeno es muy sensible (entre
el 85-90%) y con un elevado valor predictivo negativo, cercano al 100%

(86).

Sin embargo, esta técnica cuenta principalmente con 2 inconvenientes:
no permite conocer la sensibilidad antibacteriana y sdlo permite la
deteccién de un antigeno en cada caso, cuya cobertura seguramente esté
contemplada en cualquier pauta. Por ello los beneficios relativos a su uso
serian la reduccion en el espectro antibacteriano del tratamiento y los
efectos secundarios asociados al mismo, pero no beneficios en términos de
supervivencia. Ademas, en ninguno de los dos casos, la relacion coste-
beneficio resulta positiva, por lo que su uso no debe ser indiscriminado

(26).

Valoracion pronédstica y
estratificacion del riesgo

La valoracion de la gravedad de la NAC es fundamental para la
estimacién del tratamiento que necesita el paciente, decidir su ingreso
hospitalario, asi como disminuir la proporcion de neumonias de bajo riesgo
ingresadas inadecuadamente. Si bien esta valoraciéon depende en gran
medida de la experiencia del médico responsable, existen diversos indices
de gravedad o escalas de prondstico que clasifican a los pacientes en
diferentes niveles en funcion de la probabilidad de fallecer dentro de 30
dias y ayudar a la decisién del médico, mas basada en la clinica. Los mas
utilizados en la practica son el indice de Fine o PSI (Pneumonia Severity

Index) y el CURB-65.
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La escala de Fine o el indice PSI fue publicado por los investigadores
Fine et al. en el afio 1997 con el fin de estratificar a los pacientes con NAC
en subgrupos en funcién de sus criterios evolutivos (87). Para ello se tienen
en cuenta un total de 20 parametros que incluyen datos demograficos,
comorbilidades, datos clinicos y resultados de pruebas complementarias

(Tabla 3), a los que se les asigna una determinada puntuacion.

Tabla 3. Pardmetros y puntuacion de la escala de gravedad de neumonia PSI o
Fine.

Parametros Puntuacidén

@ Hombre Anos

E ‘E o Mujer Afios - 10
T 2.8 S Asilooresidencia +10

§ %

B Enfermedad neoplasica +30
S 8 Enfermedad hepética +20
g E Insuficiencia cardiaca congestiva +10
S = Enfermedad cerebrovascular +10
Enfermedad renal +10
= Estado mental alterado +20
E .S Frecuencia respiratoria 230/min +20
S 8 PA sist6lica <90 +20
E_ S Temperatura <352C o > 40°C +15
& Pulso = 125/min +10
3 pH arterial < 7,35 +30
o g Nitrégeno ureico en sangre (BUN) =2 30mg/dl +20
S S Na < 130 nmol/I +20
= Glucosa = 250 mg/dl +10
& %" Hematocrito < 30% +10
g Pa0O; < 60 mmHg +10
S Derrame pleural +10

Fine et al. 1997 (87)

De este modo, el sumatorio de las puntuaciones clasificaria a los pacientes
en 5 categorias o clases (Tabla 4) en funcién de la probabilidad de
mortalidad a los 30 dias, de manera que las clases I, Il y Il agruparian a los

pacientes con NAC leve y bajo riesgo de mortalidad, mientras que las clases
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IV y V agruparian a los pacientes con riesgo intermedio (IV) y elevado (V)

de morir (26).

Tabla 4. Clasificacién por categorias de escala PSI, puntuacién y probabilidad de
muerte a los 30 dias.

Grupo de Prob. de muerte
alos 30 dias

Puntuacion

Si < 50 afios, sin neoplasia ni

[ insuficiencia cardiaca, enfermedad 0,1
Cerebrovascular, hepatica o renal
I1 <70 0,6
111 71-90 0,9-2,8
1\ 91-130 8,2-9,3
\% >130 27-29,2

Fine et al. 1997 (87)

Por otro lado, la escala de gravedad o indice de CURB-65, fue
desarrollado en el afio 1987 por la British Thoracic Society Research
Committee (88) y modificado posteriormente incluyendo la edad como
parametro, ademas de los 4 parametros iniciales, recogidos todos ellos en
la Tabla 5. Es rapida sencilla y su uso se ha valorado también a nivel

ambulatorio prescindiendo de la urea y conservando su valor prondstico.

Tabla 5. Pardmetros y puntuacion de la escala de gravedad de neumonia CURB-65.

Parametros Puntuacion
Confusion mental 1
Urea > 44 mg/dl o BUN > 20 mg/dl 1
Respiratory Rate: frecuencia respiratoria > 30 rpm 1
Blood Pressure: tension arterial sistdlica < 90 mmHg y/o 1

tension arterial diastélica < 60 mmHg
65. Edad mayor o igual a 65 afios 1

Cada uno de los criterios anteriores se puntia como presente (1punto) o ausente (0
puntos).

Mortalidad estimada a los 30 dias en funcién de la suma de criterios CURB-65: 0-1, riesgo
bajo (<2%); 1-2, riesgo intermedio (9%) y 3-5, riesgo elevado (>20%).

Se recomendara ingreso hospitalario a los pacientes con CURB-65 > 1

Girén-Ortega, |. A, Pérez, S., y Giréon-Gonzalez, ].A. 2018 (83)
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Cada uno de estos parametros tiene asignada la misma puntuacidn, de
manera que el resultado del sumatorio de las variables permite clasificar a

los pacientes en 3 niveles de gravedad, como se muestra en la Tabla 6.

Tabla 6. Clasificacién CURB-65, puntuacion y probabilidad de muerte a los 30 dias.

Probabilidad de muerte a los 30
dias (%)

Grupo de riesgo  Puntuacion

Lim W.S, Baudouin S.S, George R.C et al. 2009 (89)

Tanto el indice PSI como el CURB-65 han demostrado tener una
capacidad de discriminacién muy similar para predecir el riesgo de muerte
alos 30 dias, y ademas son complementarias, pues cada una esta enfocada
para identificar unos pacientes y tiene, por tanto, una serie de limitaciones.
La escala PSI estd mas dirigida a la identificacion de pacientes de bajo
riesgo, por lo que puede infravalorar la magnitud de la afectacién aguda,
especialmente en pacientes jovenes sin enfermedades coexistentes, ya que
da mucho peso a la edad y a las comorbilidades. Por el contrario, la escala
CURB-65 esta mas enfocada a la identificacion de pacientes de elevado
riesgo, si bien una de sus limitaciones es que no ha sido validada en
mayores de 65 afios. Ademas, en esta escala la hipoxemia no es un factor
de riesgo. No obstante, a pesar de las limitaciones, cuando no se usan
combinadas, esta més extendido el uso de esta ultima, CURB-65, al ser mas

simple y facil de utilizar (26).
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Uso combinado de las escalas de
riesgo y los biomarcadores

Como se ha visto a lo largo de los apartados, la NAC contintia siendo un
importante problema de salud a nivel mundial, lo que justifica el interés en
identificar factores prondsticos y desarrollar herramientas capaces de
predecir la mortalidad de la misma. La escala de riesgo de Fine o indice PS],
asf como el CURB-65, descritos anteriormente, han sido validados, pero
como se ha visto, ambos poseen limitaciones, y se considera que evaldan
espectros de gravedad opuesta. Tanto el indice de PSI como el CURB-65
calculan la probabilidad de muerte en el momento del diagndstico, sin
embargo en ninguna de las dos se evalda la respuesta inflamatoria del
huésped, lo cual actualmente es considerado un aspecto clave en el
prondstico del paciente (90). Por tanto, la evaluaciéon de determinados
parametros pronosticos (como la expresion de la respuesta inflamatoria
contra el microorganismo) mediante el uso de biomarcadores permitiria
identificar el componente inflamatorio del paciente, asi como
individualizar el pronoéstico. En linea con la expresion de la respuesta
inflamatoria, se sabe que durante esta el paciente produce una cantidad de
citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias, dependiendo de los
polimorfismos genéticos del huésped, el agente causal de la NAC y la
gravedad inicial de la misma (91). Sin embargo, si bien estos mediadores
tienen un efecto beneficioso, una liberacién excesiva de citocinas ha sido
asociada a una serie de efectos nocivos, como hipotension, disfuncion
miocardica, hipoperfusién de O6rganos vitales, acidosis lactica, shock
séptico y mayor mortalidad (91,92). Es por ello por lo que los marcadores
biolégicos de infeccion e inflamacién han despertado mucho interés debido

a su capacidad para reflejar la respuesta inflamatoria del huésped de
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manera mas rapida y factible. De hecho, ya se han llevado a cabo estudios
previos con la proteina C reactiva, la procalcitonina y la
proadrenomedulina, los cuales que han demostrado su correlacién con la
gravedad inicial y con una mala evoluciéon, como se ha descrito en

apartados anteriores.

Por consiguiente, parece evidente que la combinacién los resultados de
marcadores biologicos que se hayan demostrado significativos para
predecir el prondstico de pacientes con NAC, mejoraria la prediccion de
mortalidad a los 30 dias de las dos escalas de prondstico mas utilizadas
para pacientes hospitalizados por NAC. En esta linea, la bisqueda de un
biomarcador con buena capacidad predictiva de gravedad y con menos
limitaciones que los ya vistos, asi como con una relacién coste-beneficio
mayor, podrian suponer un diagndéstico precoz mas preciso y, con ello,

mejorar la adecuacion del tratamiento de los pacientes con NAC.

67



MicroRNAs

1.2. MicroRNA

Historia de los microRNAs

Los microRNAs (también denominados miRNAs), son una clase de RNAs
de pequefio tamafio, (de aproximadamente 19-24 nucleé6tidos de longitud),
endégenos y evolutivamente conservados, que funcionan como
reguladores posttranscripcionales de la expresion génica. Principalmente
llevan a cabo su funcién reguladora mediante su unién a secuencias diana
situadas en el RNA mensajero (mRNA), interfiriendo con la maquinaria de
traduccion y, como resultado, evitando o alternando la produccién de
proteina. Sin embargo, parece ser que ademas de reprimir la traduccidn, la
union del microRNA a la secuencia diana del mRNA desencadena el
reclutamiento y la asociacion de los factores de desintegracion del mRNA,
y con ello su desestabilizacién, degradacién y la disminucion resultante de

sus niveles de expresion (93).

Su descubrimiento tuvo lugar en 1993 por Lee, Feinbaum y Ambros, en
el nematodo Caenorhabditis elegans (C. elegans) (94). Estos investigadores
observaron que para que estos organismos pasasen de la primera etapa
larval (L1) a la segunda (L2), tenia que darse una regulacion a la baja de la
proteina LIN-14, y que, a su vez, esta regulacion a la baja dependia de la
transcripcion de un segundo gen, llamado lin-4. Curiosamente, se observo
que la traduccién del transcrito del gen lin-4 no daba como resultado una
proteina bioldgicamente activa, sino dos pequefios fragmentos de RNA (de
aproximadamente 21 y 67 nucledtidos de longitud). Poco tiempo después,
el Lee et al. (94), junto con el grupo de Wightman (95), descubrieron que

la secuencia de menor tamafio tenia complementariedad antisentido para
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multiples sitios de le region 3’'UTR (3’ UnTranslated Region) del mRNA de

lin-4, tal y como se muestra en la Figura 4.
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Figura 4. Secuencias conservadas en la region 3’'UTR de lin-14 y su complementariedad

con el RNA de menor tamaiio de lin-4. (95)

De esta manera, se vio que la unién entre esta pequeia secuencia de
alrededor de 21 nucledtidos a la region complementaria del mRNA de lin-
4 era capaz de disminuir la expresion de la proteina LIN-14 sin causar
cambios significativos en sus niveles de mRNA. Los estudios de ambos
equipos de investigadores permitieron la elaboracién de un modelo en el
cual la unién de multiples RNAs pequefios de lin-4 con sus sitios
complementarios en la region 3’'UTR del mRNA de lin-4, tenian como
resultado la represion traduccional de LIN-14 y la progresién embrionaria
de C. elegans, de L1 a L2. Posteriores estudios llevados a cabo por distintos
grupos de manera independiente (96,97), descubrieron en el afio 2000 la
existencia de let-7, otro pequeiio RNA esencial para el paso del estadio

larvario al adulto en C. elegans.

Si bien en un principio se pens6 que este nuevo mecanismo de

regulacion era exclusivo de los nematodos, Pasquinelli y su grupo
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descubrieron homologos del gen let-7 en muchos otros organismos, como
artrépodos, peces, ratones e incluso humanos (98). Con el paso de los afios
y de los numerosos estudios llevados a cabo desde el descubrimiento de
estas pequefias secuencias reguladoras, se sabe que muchas de ellas se han
conservado evolutivamente entre especies y que, ademas, presentan
especificidad de tipo celular, lo que las ha hecho potencialmente
interesantes de cara al descubrimiento de nuevos microRNAs, tanto en
plantas como en animales. Tanto es asi que en 2002 se creé un registro de
microRNAs, denominado miRBase (www.mirbase.org), y que sirve como
repositorio principal on-line de secuencias, anotaciéon, nomenclatura y
prediccién de dianas de los microRNAs incluidos (99,100). En la actualidad
se recogen en miRBase un total de 24.521 entradas que representan
precursores del microRNA, los cuales expresarian 30.424 microRNAs
maduros, en 206 especies. No obstante, el significado biolégico de la
mayoria de los microRNAs anotados es todavia desconocido y requiere de

validacion funcional.

Organizacién gendémica de los
microRNAs

Los genes de los microRNAs pueden variar ampliamente su ubicaciéon
en el genoma. Si bien aproximadamente la mitad estan distribuidos a lo
largo del genoma, el 50% restante se encuentran adyacentes formando
grupos, de modo que son expresados de manera coordinada. La regulacion
de la transcripcion precisa de los mismos es posible gracias a la sintesis de
transcritos policistronicos que seran posteriormente fragmentados para
generar multiples microRNAs, lo que sugiere en algunos casos una

organizacion de tipo operén (101). Asi mismo, los genes de los microRNAs
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pueden estar localizados tanto en exones como en intrones de RNA no
codificante, lo que evidencia la complejidad asociada al proceso de los

microRNAs (102), que sera descrita en los apartados siguientes.

Biogénesis de los microRNAs

Como todas las moléculas del organismo, los microRNAs siguen un
complejo proceso de biogénesis y maduraciéon hasta llegar a ser las
moléculas funcionales y reguladoras que se conocen. En la Figura 5 se
representa la estructura caracteristica de un microRNA, diferenciando las
partes principales del mismo, asi como esquematizando lo que se conoce

como pri-miRNA y pre-miRNA.

Stem Loop
Mature miRNA (-5p) Stem*
5 (s‘.-m region 1[ \
T
BERRA

JAS

3 Mature miRNA (-3 \
Drosha cleavage site ARSItk (-3p)

Dicer cleavage site
L J
| Pre-miRNA ]

Pri-miRNA

Figura 5. Estructura tipica de un precursor de microRNA. Dos cadenas o (stems), unidas
por un bucle terminal (terminal loop), que engloban las dos cadenas 5’ y 3’ que

constituyen los microRNAs maduros. (103)

La mayoria de los microRNAs se producen mediante la conocida como
ruta canonica, en la cual intervienen fundamentalmente la RNA
polimerasa II, asi como dos enzimas clave en el proceso de maduracion,
conocidos como Drosha y Dicer. No obstante, recientes investigaciones han
demostrado la existencia de rutas no-candnicas, en las cuales no interviene

alguna de estas dos enzimas, o ninguna (104). En la Figura 6 se representa
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esquematicamente el proceso de biogénesis de los microRNAs segun la
ruta canonica. Los microRNAs se transcriben como largas transcripciones
primarias (pri-miRNAs) cuya maduracion se produce mediante eventos de
procesamiento secuencial en el nucleo por la enzima Drosha (pre-
microRNA) y en el citoplasma por la enzima Dicer (microRNA maduro)

(105), cuyos puntos de corte se muestran en la figura anterior.

. _—

- epri-miRNA - epre-miRNA . emiRNA

Figura 6. Esquema del procesamiento de los microRNAs segtn la ruta candnica.

Mas detalladamente se muestran en la Figura 7 los pasos necesarios en
la biogénesis de los microRNAs por la ruta canénica. Inicialmente tiene
lugar la transcripcion de los microRNAs, la cual es llevada a cabo porla RNA
polimerasa Il y tiene como resultado un largo microRNA primario (pri-
miRNA) con un casquete (7-metil-guanosina) en 5’ y una cola de poli(A) en
3’. Este largo pri-miRNA se autocomplementa, de modo que forma una
estructura en forma de tallo y bucle de unos 80 nucleodtidos de longitud. A
continuacion, este pri-miRNA es procesado por un complejo denominado
Microprocesador, el cual contiene a la enzima RNasa III conocida como
Drosha y la proteina DGCR8 encargados de generar un precursor de menor
tamafio (~65nt), conocido como pre-miRNA (105),. El pre-miRNA es
exportado al citoplasma por la exportina-5, donde tendra lugar el
procesado final a microRNA maduro. En el citoplasma otra enzima RNasa
I1I, conocida como Dicer, se encarga de generar una doble cadena a partir
del pre-miRNA para, a continuacidn, separar las hebras, una de las cuales
sera degradada, mientras que la otra, denominada “hebra guia”, se asociara

a proteinas cataliticas Argonauta (AGO) formando el complejo RISC.
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Finalmente, sera la hebra guia la que dirija el complejo RISC al mRNA diana,

degradandolo o causando la represién de su traduccién (106).

RNA Pol II Dicer
O l—> miRNA-duplex
- mlmmr
/ \ /4 Agol-4
Pri-miRNA Xpos B e

RanGTP !
AARARS miRISC
Pre-miRNA /
N
Microprocessor /
Drosha
mRNA
DGCR8 AL,
\
‘ \/
Translational repression
and mRNA decay
Nucleous Cytoplasm

Figura 7. La ruta candnica de biogénesis de microRNAs. Los microRNAs son transcritos
por la RNA polimerasa 1I como largos pri-miRNAs (>1 kb) y a pre-miRNAs
(aproximadamente 70nt) por el microprocesador, consistente en la enzima RNasa 111
llamada Drosha y una proteina de unién, DGCR8. Los pre-miRNAs son exportados al
citoplasma por la exportina 5, donde son procesados por otra enzima RNasa 11l Dicer,
que separa el bucle termina del pre-miRNA, dando lugar a microRNAs de doble cadena.
A continuacién el diplex de miRNA se une a proteinas las Argonauta y una de las hebras
es dirigida al complejo miRISC, el cual guiard a los microRNAs a los mRNAs diana para

degradarlo o reprimir su traduccién (106)

No obstante, con el paso del tiempo y gracias a los esfuerzos dedicados
a conocer y caracterizar el total de los RNAs con funcién reguladora
existente en las células y los tejidos humanos se han descubierto una serie
de microRNAs cuyo proceso de biogénesis difiere al descrito
anteriormente. Si bien la mayoria de los microRNAs conocidos siguen la

ruta candnica de biogénesis, las nuevas tecnologias de secuenciaciéon han
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revelado diferentes moléculas de RNA cuya funcion es la misma que la de
los microRNAs tipicos (aquellos que siguen la ruta canénica), pero que
siguen estrategias de biogénesis alternativas a las propias de la ruta
candnica (104,107-109). Estas excepciones se han agrupado bajo el
nombre de biogénesis no canonica, y dentro de esta denominacion se
encuentran aquellas que son Drosha/DGCR8 dependientes pero
Dicer/independientes, aquellas que son Drosha/DGCR8 independientes
pero Dicer/dependientes, y una dltima ruta recientemente descubierta, la
cual es Drosha/DGCR8 y Dicer independiente. En la Figura 8 se
esquematizan las tres rutas no canonicas, que seran desarrolladas en los

apartados siguientes.
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mirtrons, endo-siRNAs, snoRNAs o tRNAs. (() Biogénesis Drosha/DGCR8-independiente,

Dicer-independiente, propia de los agotrons (106).

Biogénesis Drosha/DGCR8-
dependiente y Dicer-independiente

Esta estrategia alternativa a la biogénesis canonica requiere la accion
de la enzima Drosha, sin embargo, dado que los pre-miRNA que se
generan son de pequefio tamafilo como para ser sustratos de Dicer, su
maduracién se produce directamente por la proteina argonauta 2
(Ago2). Este tipo de biogénesis ha sido descrita para un microRNA
conservado en vertebrados, el miR-451 (110), asi para los recientemente
descubiertos simtrons (107); asi mismo, algunos pre-tRNAs también

maduran sin necesidad de Dicer, como se muestra en la Figura 9.

(A) Simtrons (B) pre-miR-451 (€) pre-tRNA
———  —— ':_\/)
Unknown —) PN
splicing-independent # AGO-2 —~ tRNAseZ it
cleavage mechanism cleavage
involving Drosha i cleavags mature MIRNA
pre-miRNA miRNA

Figura 9. MicroRNAs cuyo proceso de biogénesis es dependiente de Drosha/DGCRS8 e
independiente de Dicer. [Modificado de (108)].

1.2.3.1.1.Simtrons

Los simtrons (Fig. 9A) son una variante de los mirtrons, cuya biogénesis,
al contrario que la de los mirtrons que son independientes de Drosha y
requieren de la maquinaria del spliceosoma como se vera mas adelante, se
produce en ausencia de splicing (simtrons= mirtrons splicing-
independientes). Al igual que los microRNAs sintetizados por la via
canonica, los simtrons tienen como funcién el silenciamiento de los

transcritos diana, lo que demuestra que las rutas alternativas o no
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candnicas son también capaces de producir RNAs reguladores

perfectamente funcionales (107).

1.2.3.1.1.miR-451

El miR-451 (Fig. 9B) es un microRNA eritropoyético, altamente
conservado en los vertebrados y cuya biogénesis es independiente de Dicer
(111). De manera similar a los microRNAs convencionales, el pri-miR-451
es procesado por el complejo enzimatico Drosha/DGCR8, dando como
resultado un pre-miR-451 en horquilla de 17pb. Dado que se trata de un
sustrato de menor tamafio que los que Dicer es capaz de reconocer, el
proceso de maduraciéon se completa directamente por la actuacién de la

proteina Ago2, como quedaba reflejado en la Figura 8A (106).

Biogénesis Drosha/DGCR8-
independiente y Dicer-dependiente

De igual modo que existen microRNAs en cuya biogénesis no interviene
el enzima Dicer, como se ha descrito en el apartado anterior, existen una
serie de microRNAs que son sintetizados sin la presencia del complejo

nuclear Drosha/DGCRS.

Son muchos los tipos de RNAs cuya biogénesis es independiente de
Drosha pero dependiente de Dicer, si bien el mejor descrito hasta el
momento son los mirtrons, en los cuales el complejo enzimatico
Drosha/DGCRS8 es sustituido por un espliceosoma que los procesara antes
de su salida al citoplasma, tal y como se reflejaba en la Figura 8B. No
obstante, ademads de los mirtrons, existen otros microRNAs que siguen esta
via de biogénesis alternativa (Fig. 10), como los endo-siRNAs (endogenoys
short interfering RNAs), los snoRNAs (small nucleolar RNAs), el miR-320 y

el miR-484, asi como algunos tRNAs. Si bien en algunos de estos casos ain
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se desconoce el proceso que siguen antes de ser reconocidos por Dicer, en

los apartados siguientes se recopila la informaciéon obtenida hasta el

momento.
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Figura 10. MicroRNAs cuyo proceso de biogénesis es independiente de Drosha pero

dependiente de Dicer. [Modificado de (108)].

1.2.3.2.1. Mirtrons

Los mirtrons son un subtipo de microRNAs localizados en regiones
intronicas de genes codificantes, que pueden generar RNAs reguladores
funcionales, del mismo modo que los microRNAs que siguen la ruta
canonica, pero en cuya biogénesis no interviene Drosha, sino que los pri-
miRNAs son procesados por la maquinaria de splicing o espliceosoma
(112,113). Fue la primera estrategia de biogénesis no candnica en ser
descubierta y, si bien inicialmente se crey6 que era propia de Drosophila
Melanogaster, estudios posteriores demostraron su existencia en
diferentes organismo, como mamiferos, aves y plantas (114). Asi pues, tal

y como muestra la Figura 9B, dado que los mirtrons se encuentran en
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regiones intrénicas, y por tanto entre exones, son en primer lugar
procesados por el espliccosoma y posteriormente por la enzima
desramificante Lariat para generar la estructura clasica de horquilla de los
pre-miRNAs (106). El pre-miRNA generado sera transportado al
citoplasma por la exportina 5 (XPO5) donde completara su maduracién por
Dicer, del mismo modo que por la ruta canénica (107). A través de estaruta

se sintetizan entre el 1% y el 2% de todos los microRNAs humanos (108).

Los mirtrons se subdividen en cuatro categorias dependiendo de la
naturaleza de lo que sobresale por sus extremos 3’y 5’: convencional (Fig.
10A), concolaen 3’0 en 5’ (Fig. 10B) o en ambos extremos. Los tres dltimos
casos, se producen a partir de intrones mas largos, por lo que después de
la desramificacion de Lariat, es necesaria la actuacion de una exonucleasa
para eliminar las secuencias sobresalientes y poder generar la estructura

de horquilla propia de un pre-miRNA (Fig. 11) (115).
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Figura 11. Esquema de la biogénesis candnica frente a la biogénesis de mirtron

convencional la de mirtron con cola (115)
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1.2.3.2.2.Endo-siRNAs

Otro grupo de RNAs de pequefio tamafio que sigue un proceso de
biogénesis dependiente de Dicer, pero independiente del complejo
Drosha/DGCRS8, son los siRNAs enddgenos (endo-siRNAs) (106). Se trata
de pequeiios RNAs cuya peculiaridad frente a otros sustratos de Dicer es
que naturalmente se encuentran formando una doble cadena, como se
observa en las Figuras 8B y 10C. Estas moléculas de doble cadena pueden
derivar de transcripciones de repeticiones invertidas que dan lugar a
horquilla con una larga estructura de doble cadena, o de apareamientos de
bases con transcritos antisentido naturales (NATs), como los cis-endo-
siRNAs, producidos por transcripcion bidireccional, o los trans-endo-
siRNAs, formados por la hibridaciéon de NATs procedentes de distintas
regiones gendmicas (116). Tras su procesamiento y maduracién por Dicer,
los endo-siRNAs se asocian con la proteina Ago2 para llevar a cabo sus

funciones regulatorias de manera similar a los microRNAs convencionales.

Si bien los endo-siRNAs han sido observados en plantas, Drosophila
Melanogaster y Caenorhabditis elegans, su presencia en mamiferos es
bastante controvertida. Los estudios realizados al respecto consistentes en
el estudio del microRNAoma en diferentes lineas celulares de mamiferos
no han permitido detectar endo-siRNA en ninguin caso, salvo en ovocitos
murinos y en células madre embrionarias, lo cual siguiere que su presencia
es bioloégicamente relevante (117). Por otro lado, algunos endo-siRNAs
juegan también un importante papel en la regulacion de la cromatina y el
silenciamiento de elementos transponibles, pudiendo actuar también

como silenciadores cotranscripcionales en la expresion génica (118).
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1.2.3.2.3.Sno-RNAs

Los snoRNAs (some small nucleolar RNAs) son un tipo de pequenas
moléculas de RNA no codificante (ncRNA), de entre 60-170 nucleétidos,
cuya funcion principal se asocia a las modificaciones post-
transcripcionales de otros ncRNAs, principalmente de rRNAs y pequeiios
RNAs nucleares (snRNAs)(106,119). Sin embargo, ademdas de tener un
papel fundamental en la biogénesis de los ribosomas, también parecen ser
claves en otros procesos regulatorios celulares (120). En cuanto a su
biogénesis, el procesamiento del pri-miRNA se lleva a cabo por
mecanismos desconocidos pero independientes de Drosha, que dan lugar
a pre-miRNAs en forma de horquilla que si son reconocidos y procesados

por Dicer en miRNAs maduros (Fig. 10D).

1.2.3.2.4.miR-320 y mir-484

Las rutas no canoénicas independientes de Drosha no necesariamente
implican el procesamiento del pri-miRNA por la maquinaria de splicing, un
ejemplo de ello son los microRNAs miR-320 y miR-484. Estos microRNAs
parecen ser transcritos como pre-miRNas cortos en forma de horquilla,
desprovistos de secuencias de reconocimiento para Drosha/DGCRS,
motivo por el cual son su maduracion se produce directamente por Dicer,

tal y como se representa en la Figura 10E (108).

1.2.3.2.5.pre-tRNA

Existen tres rutas de biogénesis de microRNAs a partir de estructuras
de RNA de transferencia (tRNA), dos de ellas independientes de Drosha y
una independiente de Dicer. La primera de las rutas de biogénesis de
microRNAs independiente de Drosha es la que se da a partir de RNAs
enddgenos de mamiferos (Fig. 10F), mientras que la segunda es a partir de

pre-tRNAs codificados por y-herpesvirus murino 68 (MHV68). Si bien,
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como se ha comentado en lineas anteriores, ambas rutas son Drosha-
independientes, se observa una pequefia variacién en la biogénesis de cada
una. Mientras que en los mamiferos el microRNA parece procesarse
directamente a partir de tRNA exclusivamente por Dicer, los pre-tRNAs
codificados por MHV68 necesitan ser procesados en primer lugar por una
enzima tRNasaZ, que segmenta el extremo 3’ del tRNA para liberar las
horquillas de pre-miRNA, que luego son procesadas antes de su
maduraciéon por Dicer (121). Por otra parte, estructuras secundarias de
tRNA pueden también ser procesadas por la enzima tRNasaZ dando lugar

a un microRNA maduro de manera independiente de Dicer (Fig. 10c) (108).

Biogénesis Drosha/DGCR8-indep. y
Dicer-indep.: Agotrons

Uno de los descubrimientos mas recientes acerca de las especies de RNA
conservadas asociadas a las proteinas Ago son los denominados agotrons
(Figura 8C). Al contrario que el resto de RNAs Ago-asociados descritos
hasta la fecha, los agotrons son los Gnicos que evitan por completo la ruta
de biogénesis candnica, siendo el primer ejemplo enddgeno cuya estrategia
de biogénesis es independiente tanto del complejo Drosha/DGCR8 como

de Dicer (122).

En cuanto a las funciones exactas de estos recién descubiertos RNAs
asociada a las proteinas Ago de manera funcional, siguen siendo un
misterio. No obstante, los investigadores Daugaard y Hansens proponen
tres escenarios posibles respecto a la funcién y a la relevancia bioldgica de
los agotrons. El primero de ellos hace referencia a los agotrons como un
tipo de microRNA muy preciso al suponer que el grupo de mRNAs diana de

los mismos es mucho mas limitado que el de lo microRNAs convencionales
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(Fig. 12A). Esta suposicion se basa en que dos aspectos: en primer lugar,
mientras que en la biogénesis de los microRNAs convencionales los pre-
miRNAs dan lugar a dos microRNAs maduros diferentes, que son liberados
por Dicer, en la biogénesis de los agotrons se genera tan solo un RNA guia
maduro, lo que reduce sus dianas en un 50%; en segundo lugar, las
regiones de unién del agotron al mRNA diana estan enriquecidas con un
elevado porcentaje (57%) de GC, frente al resto de microRNAs (entre 42 y
45%), lo que reduce todavia mas las uniones inespecificas, haciendo mas

precisos a los agotrons que a la mayoria de microRNAs (106,122).
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Figura 12. Funciones propuestas de los agotrons. (/) Agotrons como guias precisas.
Los agotrons tienen un grupo mucho mds restringido de mRNAs objetivo que los
microRNAs convencionales, por lo que podrian servir como un tipo similar de microRNA
muy preciso con efectos limitados fuera de sus dianas. (5) Agotrons como protectores
de las proteinas Ago para evitar la conversién de RNAs de cadena simple (ssRNA) no
deseados. Los agotrons ocupan el anal de unién de las proteinas Ago, lo que impide la
entrada y asociacion con Ago de ssRNAs. Gracias a los agotrons, permitiendo la entrada
solo a los sustratos apropiados de Ago y garantizando de este modo la regulacién
postranscripcional apropiada de la expresion génica. (C) Agotrons como reguladores de
la rotacidn de las proteinas Ago. En ausencia de sustratos, los agotrons pueden unirse
y estabilizar a las proteinas Ago descargadas, evitando su degradacién por el

proteasoma y aumentando de este modo los niveles adecuados de proteinas Ago (106).
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El segundo escenario propuesto por los investigadores anteriormente
mencionados plantea que la estructura secundaria de los agotrons les
permite cargase en Ago y bloquear de manera efectiva la asociacion RNAs
aberrantes o de cadena simple (ssRNA), evitando que se conviertan en
moléculas reguladoras funcionales no deseadas, al mismo tiempo que

desplazarse facilmente cuando el sustrato de Ago es el adecuado (Fig. 12B).

Por dltimo, dado que se sabe que las proteinas argonauta son altamente
inestables en ausencia de sustrato, los autores también proponen a los
agotrons como protectores de la degradacion de Ago, y por tanto
participando en la regulacién de la rotacion de estas proteinas, como se

representa en la Figura 12C.

Mecanismos de regulacion de la
expresion génica de los microRNAs

Los pequefios transcritos de RNA no codificante, denominados
microRNAs, tienen un importante papel como reguladores de la expresion
génica, motivo por el cual son fundamentales durante procesos de
diferenciacion celular y desarrollo, asi como durante la proliferacion,

adquisicién y mantenimiento fenotipico, entre otros (101).

Seglin las predicciones computacionales, alrededor del 60% de los
genes codificantes de proteinas humanas estarian regulados por
microRNAs. Se estima que existen mas de 2.000 microRNAs en el genoma
humano segiin la miRBase (123), cada uno de los cuales puede actuar sobre
multiples mRNAs diana, como se representa en la Figura 13A. Del mismo
modo pero a la inversa, un mRNA puede estar regulado por multiples

microRNAs (Fig. 13B), lo cual tiene como resultado un sistema de
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regulacion mucho més potente y robusto que el que tendria lugar si cada

microRNA fuera exclusivo para un mRNA (124).

A UAG
Btiradiaiianias 1 —— AAAAAAAAAT'

AAAAAAAAAT

Un microRNA puede tener miiltiples —. R = TS AAAAAAAAA 3'

- n— Represién de la expresién de miiltiples proteinas

[ - — T - - AAAAAAAAAZ
¥ " 3 et 5 ERLp (1111 52 vl Al s

Miiltiples microRNAs pueden reprimir la expresién de un mismo mRNA diana

U s 5
Figura 13. Representacion esquemdtica que muestra que: (/) un mismo microRNA
puede interactuar de manera especifica con diferentes mRNAs diana y a su vez (B) un

mismo mRNA puede estar regulado por diferentes microRNAs. [Modificado de (125)]

Las alteraciones de la regulacion llevada a cabo por los microRNAs se
relacionan con muchas enfermedades, como enfermedades
cardiovasculares (126), trastornos neurolégicos (127) e incluso diversos
tipos de cancer (128). Ademas, todas las alteraciones detectadas hasta el
momento son causadas en ultima instancia por una desregulacién en la
expresion del gen objetivo o diana, por lo que identificar las dianas de los
microRNAs es clave para entender su funcién. Sin embargo, la principal
limitacién que tienen este tipo de investigaciones es la de delinear un
principio general para identificar las dianas de RNA, pues la mayoria de
estas tiene una complementariedad parcial, lo que dificulta su

identificacion (129).

Los microRNAs maduros reconocen a su diana por interacciones de
complementariedad de bases entre la regiéon semilla (regién mas
conservada del microRNA) y el mRNA (125). La region semilla del

microRNA se localiza en las posiciones 2-9 del extremo 5 del mismo
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(Fig.14A), y tradicionalmente se une alaregion 3’'UTR del mRNA diana (Fig.

14B). Este tipo de reconocimiento se conoce como 5’ dominante (130).

3’ supplementary

- - ’
L—"49 12 tail 3
kinks in e
seed central
B C D
”
52 67 é_)
3 5
. . mRNA " 5
~ 5'dominant x central dominant 3’ compensatory
(seed site, nucleation bulge site) (centered site) (seed-like motif)

Figura 14. Tipos de reconocimiento microRNA-mRNA. (/) Dominios de un microRNA
funcional estructurados por Ago. Modelo de reconocimiento del mRNA por: (5) unién
del extremo dominante 5’ (sitio “semilla”); (C) apareamiento central dominante (sitio
centrado); (D) interacciones compensatorias en 3’ (motivos similares a “semilla”)
(131).

No obstante, recientemente se han descubierto otras formas de
reconocimiento microRNA-mRNA ademas de la mencionada anteriormente.
Existen las interacciones dominantes centrales (Fig. 14C), en las cuales el
microRNA iniciaria la interaccién con el mRNA diana en sus posiciones 7-
9 junto con la region central, la cual se extenderia hacia la region 3’
(posiciones 13-16) (132). Por otro lado, en ocasiones la regién semilla
contiene mismatches o deleciones, por lo que la unién del microRNA y su
mRNA no podria tener lugar sin la presencia de interacciones
compensatorias (Fig. 14D). Este tipo de reconocimiento recibe el nombre
de 3’ compensatorio, ya que es la regién conocida como 3’ suplementaria
del microRNA (posiciones 13-16) hace el papel de una segunda region

semilla (133).
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La no existencia de un unico modo de reconocimiento microRNA-
mRNA, asi como el apareamiento de bases imperfecto que tiene lugar (la
hibridacién no se produce al 100% como se muestra en las figuras
anteriores), no hace sino dificultar la posibilidad de predecir posibles

dianas de microRNAs, lo cual continta siendo un gran reto (130).

En cuanto al funcionamiento de los microRNAs es importante conocer
que no trabajan solos, sino que el silenciamiento de los mRNAs diana tiene
lugar tras el reconocimiento de los mismos con los microRNAs asociados
al complejo RISC (134). Via RISC, los microRNAs llevan a cabo dos modos
de silenciamiento génico en funcién de la complementariedad que tengan

con el mensajero, tal y como se muestra en la Figura 15 (135).

- god e Degradacién del
meﬂt(l\f‘eo w -meee mRNA
Complejo microRNA C"mp‘e P"'rfed
/mRNA/RISC
—-
microRNA
maduro

Represion de la

vm e traduccién

Figura 15. Modos de silenciamiento de un microRNA en funcion del grado de

complementariedad con el mRNA [Modificado de (135)]

Si la complementariedad entre el microRNA y el mRNA es casi perfecta,
se produce una escision endonucleolitica por RISC del mRNA, induciendo
la desintegraciéon del mismo. Sin embargo, si la complementariedad
microRNA-mRNA es parcial, el silenciamiento de los genes diana viene
mediado por el reclutamiento, por parte de RISC, de una serie de proteinas

efectoras adicionales que inducen la represion de la traduccion (134).

Asi mismo, se estima que un 48% de los genes diana estan regulados

predominantemente mediante la represion de la traduccion, un 29 % lo
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estaria por la degradacion del mensajero y el 23% restante lo estaria por
ambos mecanismos, seglin el estudio llevado a cabo por Jin H. y Xiao C. en
2015 (136). Ademas, las investigaciones de estos autores apuntan a que los
RNAs implicados en el desarrollo celular o tisular estan principalmente
regulados por la degradacion del mensajero (mecanismo irreversible pero
eficiente para determinar el destino celular), mientras que los genes
identificados en células totalmente diferenciadas son predominantemente
regulados por la represion de la traduccidén (mecanismo mas inmediato,
transitorio y reversible, mas adaptado a contrarrestar el estrés ambiental)

(136).

Nomenclatura de los microRNAs

La numeracién de los genes que codifican para microRNAs es
simplemente secuencial. Sin embargo, si se identifican microRNAs
idénticos entre especies, es decir microRNAs ortdlogos, se les denomina
con el mismo nimero (137). Asi mismo, las tres primeras letras de los
microRNAs estan destinadas a la identificacion del organismo utilizandose
por ejemplo el prefijo hsa- en el caso de los microRNAs humanos (ej.: hsa-
miR-16), el prefijo rno- si se trata de ratas (ej.: rno-miR-16) o el prefijo

mmu- si son de ratén (ej.: mmu-miR-16).

La nomenclatura también difiere segin el grado de madurez del
microRNA. De este modo, un microRNA maduro se designa como miR-121,
mientras que mir-121 hace referencia al gen del microRNA y a la porcion
predicha de la transcripcion primaria. Ademas, dado que secuencias
precursoras distintas pueden expresar secuencias maduras idénticas, para
diferenciarlas se afladen sufijos numéricos, es decir: hsa-mir-121-1 y mir-

121-2. Mientras que los sufijos con letras denotan secuencias maduras
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estrechamente relacionadas, por ejemplo los microRNAs maduros hsa-
miR-121ay hsa-miR-121b, expresados a partir de los precursores hsa-mir-

121ay hsa-mir-121b respectivamente (137).

En cuanto a la abundancia de las distintas secuencias precursoras de un
mismo microRNA, si se conoce la abundancia relativa, al microRNA
expresado predominantemente se le denominaria, por ejemplo, miR-56,
mientas que el menos expresado se representaria como miR-56* (brazo
opuesto del precursor). Si por el contrario los datos no permiten
determinar qué secuencia es la predominante, se nombraria en funciéon del
brazo del que proceden, utilizando para ello los sufijos -5p (si proceden del
brazo 5’) y -3p (si proceden del brazo 3’), es decir: miR-121-5p y miR-121-
3p (137).

Si bien algunos de los microRNAs que inicialmente no se ajustaban a la
actual nomenclatura han sido renombrados, existen algunas excepciones a
estas reglas que se han mantenido. Es el ejemplo de los microRNAs de
plantas, los cuales estan publicados en mayusculas [ej.: MIR121]. También
los microRNAs virales tienen un patréon de denominacién ligeramente
diferente al descrito anteriormente, por lo que no es del todo fiable la
distincion de mir/miR para distinguir entre precursor/maduro. Otras
excepciones obvias al esquema de numeracion son let-7 y lin-4, cuyos
nombres se conservan por razones histéricas, manteniéndose ademas en

las nuevas presentaciones de homologos de ambos (137).

MicroRNAs circulantes

Después del descubrimiento de los microRNAs en 1993, pasaron mas
de 10 afios hasta que las investigaciones de Chim et al. en 2008 (138)

demostraron su presencia en fluidos biolégicos, concretamente la
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presencia de microRNA placentarios en el plasma sanguineo materno. Ese
mismo afio, y casi simultdneamente, Lawrie y co-autores reportaron la
deteccion de una serie de microRNAs asociados a tumores en muestras de
suero de pacientes con linfoma difuso de células B (139). Posteriormente,
y tras el descubrimiento de la presencia de microRNAs extracelulares en
sangre, plasma y suero, numerosas investigaciones han permitido
demostrar también su presencia en otros muchos fluidos corporales, tales
como la saliva, la orina, la leche materna, el plasma seminal, las lagrimas,
el fluido amniético, el calostro, el lavado bronquial, el liquido
cefalorraquideo, y los liquidos peritoneales y pleurales (140-142). No
obstante, la concentracién de los microRNAs, asi como su composicion
relativa, varian significativamente entre los diferentes fluidos. Es por ello
que no existe un consenso con respecto al origen y a la funcién biolégica
de los microRNAs extracelulares, pues no son una poblaciéon homogénea
y, ademas, existen en formas empaquetadas de diferentes maneras, como

se vera a continuacion.

Poco antes del descubrimiento de los microRNAs en los fluidos
biolégicos, se demostré su presencia en los exosomas de células en cultivo,
lo que plante6 la hipdtesis de que los microRNAs extracelulares se
encapsulaban en exosomas y microvesiculas, como se representa en la
Figura 16.1-2. El hecho de que este tipo de vesiculas sean impermeables a
las RNasas explicaba la gran estabilidad de los microRNAs extracelulares
(143). Sin embargo, mas adelante se descubrié que los microRNAs
extracelulares no estan presentes Unicamente encapsulados en
microvesiculas o exosomas, sino que la mayor parte de los mismos (entre
el 90-95% de los microRNAs circulantes) residen en el espacio
extracelular libres de vesiculas de membrana, asociados con proteinas

AGO (Fig. 16.3) (144). Dado el importante papel de estas proteinas en la
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biogénesis de los microRNAs, no es sorprendente que los microRNAs
maduros extracelulares se asocien a ellas, las cuales se ha demostrado que
confieren una mayor estabilidad a los microRNAs, por lo que este tipo de
uniones se da especialmente en los microRNAs liberados en ambientes
ricos en nucleasasy proteasas. Asi mismo, en el espacio extracelular se han
encontrado también microRNAs asociados a lipoproteinas de alta
densidad (HDL), Figura 16.4, si bien la proporcién de este tipo de uniones

todavia no se conoce con precision (145).

Extracellular space (circulating miRNAs)

Exosomes (50100 nm)

® ® \,

¢ P @

/

Microvesicles (100-1000 nm)

miRNA-AGO complex

et

HDL particle

(£ 2

Figura 16. Mecanismos de liberacién de microRNAs al espacio extracelular. (1) A través
de cuerpos multivesiculares (MVB) y secrecién a través de exosomas. (2) Incorporados
en microvesiculas que se forman por desprendimiento externo de la membrana
plasmdtica. (3) Asociados a proteinas de unién (como AGO) y liberacion del complejo
resultante. (4) Exportacion del microRNA y asociacién en el espacio extracelular a
lipoproteinas de alta densidad (HDL). (145)
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Desequilibrio de microRNAs y
enfermedad

Teniendo en cuenta el papel que desempenan los microRNAs en la
regulacion de la expresion del genoma, asi como el intrincado sistema de
control en el que se encuentran inmersos, no es sorprendente que la
desregulacion de estos tenga un impacto significativo sobre la homeostasis
del organismo. Asi mismo, conocer la relacidn entre el desequilibrio de los
microRNAs con determinadas enfermedades, trasladado a la clinica podria
constituir una poderosa herramienta diagnéstica, prondstica e incluso

terapéutica.

A continuacién, se muestra una recopilacién de casos en los que el
desequilibrio de una serie de microRNAs se ha asociado a determinadas
enfermedades de afectacién pulmonar, asi como en enfermedades de

origen infeccioso, como la protagonista de esta tesis.

MicroRNAs circulantes en patologias
respiratorias

El pulmén tiene un perfil de expresion de microRNAs muy especifico y
altamente conservado entre mamiferos, sin embargo, el conocimiento del
papel de los microRNAs en condiciones fisiolégicas y patolégicas en el
compartimento pulmonar es atin limitado, y estd basado mayoritariamente
en estudios con modelos animales. A pesar de ello, parece clara la
implicacion de los microRNAs en el desarrollo del pulmén y su
homeostasis, en el control de la inflamacién y respuesta a la infeccidn, y en
que la desregulaciéon de los mismos puede contribuir al desarrollo de
numerosas enfermedades pulmonares. En la Figura 17 se recogen los

principales microRNAs que, en condiciones fisiologicas, estan implicados
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en la homeostasis y el desarrollo pulmonar, asi como las consecuencias que

la desregulacion los microRNAs tiene en el desarrollo de enfermedades

pulmonares (146).

Fibrosis pulmonar
miR-let-7d y miR-21

Desarrollo Control de - T z
del pulmén la inflamacién Garcinogenesis de pulinon
y miR: -155, -let-7, 17-92 cluster,

homeostasis e infecciones -210, -218, familias miR-21y

miR-34,
Fibrosis quistica 55
MIR:126 -26a; let-7, Inflamacién no
-29,-15, controlada del pulmén
miR-17-92
- cluster, miR-: -155, -17-92 cluster, -223
Relacionados -146a/b, -224,-223,
con el tabaco 223 -214,-200a Alergia pulmonar y asma
miR: let-7, -10, -15a, -26, -30, S74-ap, miR: -145a/b, -152, -21, -126,
-34,-99,-122,-123,-124, o 5 let-7, 29a,-155, 133a
125a/b, -140, -145,-146, -191, Q @P
-192,-199b, -218, -219, -222, “'I'eg o EPOC
-223,-294 Uacion de mic* miR-146a

Figura 17. Implicacién de microRNAs descritos en procesos fisiolégicos y patoldgicos
del pulmén. Se ha demostrado que muchos microRNAs estdn implicados en el
mantenimiento de la homeostasis pulmonar y el desarrollo, por lo que su desregulacién
puede dar lugar a la apariciéon de procesos patoldgicos y conducir al desarrollo de

enfermedades pulmonares. [Modificado de (146)]

Muchos microRNAs han sido descritos como esenciales para la
homeostasis y el desarrollo pulmonar, entre los cuales destacan por
ejemplo el miR-155, el miR- 264, el let 7, el miR-29, el miR 15, el miR-
146a/b y el cluster miR 17-92, cuyas funciones mas importantes
relacionadas con el pulmdn se recogen en la Tabla 6. Es por ello que la
desregulacion de los mismos puede tener graves consecuencias, como las
descritas por los investigadores Banerjee y colaboradores en ratones
deficientes de miR-155 (147). En sus investigaciones observaron que este
microRNA tenia un papel esencial en la diferenciacion de los linfocitos-T
naive a células Th1 y Th2, al apreciar que ratones deficientes de miR-155

se volvian inmunodeficientes y presentaban una remodelacién del pulmon
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aumentada, asi como respuestas alteradas de los linfocitos B y T a los
estimulos inflamatorios. Otro ejemplos de microRNAs implicados en la
homeostasis pulmonar, son los miembros de la familia let-7, miR-29 y miR-
15, los cuales funcionan como supresor de las células tumorales en el
pulmén (146).

Tabla 7. MicroRNAs implicados en procesos fisioldgicos del pulmdén [Modificado de
(146).

MicroRNAs Funcion

(A estudios animales, H estudios humanos)
miR-17-92 cluster Importante en el desarrollo pulmonar y la homeostasis (A)
Importante para la remodelacion normal de las vias
miR- 155 respiratorias (A)
Alteracion de la diferenciacion de células-T (A)
Altamente expresado en células epiteliales y bronquiales,

miR-26a importante para el desarrollo pulmonar (H)
let-7 Altamente expresado en tejido normal de pulmon, funciona
como supresor de tumor en células del pulmén (H)
miR-29 Supresor de tumor en células pulmonares (H)
miR-15, miR-16 Supresor de tumor (H)
miR-223 Control de la produccién de granulocitos y funciéon (A)
miR-146a/b Regulacién de la retroalimentacion negativa de IL-1f3

de inflamacién inducida (H)
miR-200a, Contribucion a la extrema virulencia de r1918 influenza
miR-223 virus (A)
Familia miR-17, Facilitar evasion de virus por el sistema inmune durante
miR-574-5p, el inicio de la infeccién
miR-124

IL: Interleucina

Como ya se ha comentado en lineas anteriores, los microRNAs son
esenciales para el mantenimiento de la homeostasis del pulmdn, por lo que
el desequilibrio de los mismos, tanto a la baja como a la alta, puede
contribuir al desarrollo de afecciones pulmonares patolégicas, como las
enfermedades relacionadas con el tabaquismo, el cancer de pulmoén, la

fibrosis o algunos trastornos inmunitarios, como la alergia (146). En la
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tabla siguiente se recogen algunos de los microRNAs implicados en

procesos patolégicos del pulmon.

Tabla 8. MicroRNAs implicados en procesos patolégicos del pulmén [Modificado

de (146)]

MicroRNAs

Funcion

(A estudios animales, H estudios humanos)

miR-155,
miR-17-92 cluster
miR: -21,-27b, -100
-181c, -223, -224

miR-155

miR-223

miR-148a/b,
miR-152

miR-21

miR-126

let-7, miR-29a,
miR-155

let-7

miR-133a

miR-146a
miR: -218, -15a,
-199b, -125a/b, -294

miR-218
cluster miR-17-92
miR-34

miR-210
miR-let-7d

Su desregulacidn produce inflamacion descontrolada (A)

Aumentados después de la exposicion a lipopolisacaridos
(A)

Sobre-expresado en tumores sélidos, inhibicion de los
genes supresores de tumores (A, H)

Altera la funcién granulocitaria, regula la produccién de
granulocitos y la respuesta inflamatoria (A)

Regulacidn del gen des susceptibilidad al asma HLA-G (H)

Papel clave en el asma (A)

Sobre-expresados en tumores malignos sélidos (A, H)
Supresion del fenotipo asmatico por el bloqueo de
miR-126 (A)

Regulacién a la baja en células epiteliales de las vias
respiratorias en fibrosis quistica (H)

Regulacién de la inflamacién alérgica en células del

epitelio bronquial (AH)

Efecto pro-inflamatorio en el asma experimental (A)

Papel en la progresion del cancer de pulmoén (H)
Regulador de la expresién de RhoA, diana para la terapia
del asma (A, H)

Expresion reducida en fibroblastos en EPOC (H)

Desregulados en pacientes fumadores (A, H)

Supresor de tumores en cancer de pulmoén no microcitico
(H)

Sobre-expresado en cancer de pulmoén (H)

Regulacién de la apoptosis en células de cancer de
pulmoén (H)

Sobre-expresado en cancer de pulmoén (H)

Efecto pro-fibrdtico en fibrosis pulmonar (A, H)
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Como se ha recogido en las tablas anteriores, es evidente que el pulmén
tiene un perfil muy especifico de microRNAs que sufre cambios a lo largo
del desarrollo del pulmon, asi como durante los procesos de enfermedad
pulmonar. Diversas investigaciones han permitido caracterizar el perfil de
expresién de una serie de microRNAs caracteristicos de enfermedades
provocadas por el tabaco, como la EPOC o el cancer de pulmon, entre otras.
También se ha relacionado el desequilibrio de algunos microRNAs, tales
como el miR-155 o el cluster miR-19-72 con alergias pulmonares o asma.
Todo ello lo que demuestra es que el conocimiento de los perfiles de
expresion de microRNAs, alterados en un pulmén enfermo, puede ofrecer

nuevos conocimientos sobre la biologia de las enfermedades pulmonares.

No obstante, dado que la enfermedad protagonista de esta investigacion
estd causada en la mayor parte de los casos por una bacteria,
considerandose por tanto una enfermedad infecciosa, es conveniente
conocer el papel de los microRNAs en este tipo de enfermedades, lo cual se

recoge en las lineas siguientes.

MicroRNAs circulantes en
enfermedades infecciosas

Las células del sistema inmune actian de manera coordinada gracias,
en buena parte, a los microRNAs, los cuales tienen un importante papel en
la comunicacién y control celular. Asi pues, la presencia de agentes
patogenos, como S. pneumoniae en el caso de la NAC, altera el equilibrio
homeostatico de los microRNAs, y por tanto la regulacion llevada a cabo
por los mismos, de varias maneras que pueden simplificarse en dos

mecanismos: la codificacion de microRNAs por el patégeno, y la
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alteracion de los niveles de expresion de los microRNAs del huésped

(148).

En cuanto al primero de los mecanismos, se sabe que los patégenos
codifican microRNAs destinados a falsificar los del huésped, lo que les
proporciona una ventaja para la multiplicacién y supervivencia del
patogeno. Este mecanismo fue descrito en virus en el afio 2004, por los
investigadores Pfeffer y colaboradores (149), y no fue hasta diez afios mas
tarde cuando se demostré también la presencia de microRNAs codificados
por bacterias (150). Por lo que respecta al segundo de los mecanismos
mencionado anteriormente, la alteracién por parte de los patégenos del
sistema del huésped para su beneficio afectando a los niveles de expresion
de sus microRNAs, se ha descrito para muchos tipos de infeccién, tanto
virales como bacterianas (148). En concreto, la neumonia causada por S.
pneumoniae ha sido estudiada en ratones por los investigadores Verschoor
y colaboradores, demostrando que el miR-155 es critico para la
eliminacion eficaz del patégeno. Segun los resultados de su investigacidn,
los ratones deficientes de miR-155 previenen mas eficazmente la infecciéon
neumocécica invasiva aguda, pero tienen cargas significativamente
mayores tras la colonizacion (151). Por otro lado, el perfil de expresion de
pacientes con neumonia también ha sido estudiado por Amal y
colaboradores, los cuales han observado que los niveles séricos de miR-21,
miR-155 y miR-197 estan, significativamente, mas elevados en pacientes

con cancer de pulmén y neumonia (152).

Una de las complicaciones mds graves que puede tener un paciente con
NAC es el desarrollo de sepsis. Se trata de la mayor causa de mortalidad en
las unidades de cuidados intensivos, y se produce cuando el paciente tiene

una respuesta inmunitaria fulminante frente a una infeccion, liberando
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sustancias quimicas inmunitarias a la sangre para combatirla, lo que, en
ultima instancia, puede causar fallo multiorganico letal (153). Del mismo
modo que los microRNAs varian su presencia en funciéon de determinados
problemas patolégicos, es de esperar que también se alteren sus niveles
durante la sepsis. En esta linea, se han llevado a cabo numerosos estudios
con el fin de identificar microRNAs circulantes que sirvan como
biomarcadores de sepsis de diversos focos. Dentro de estos estudios se
encuentra el de los investigadores Vasilescu et al. quienes comunicaron
que miR-150, miR-182, miR-342-5p y miR-486 tenian perfiles de expresion
diferentes entre pacientes con sepsis y controles sanos, especialmente el
miR-150, el cual se mostraba disminuido en los pacientes con sepsis (sin
tener en cuenta la infecciéon del 6rgano que la desencadenaba) (154).
También los investigadores Wang et al, en el afio 2012, identificaron una
serie de microRNAs cuya expresion era significativamente distinta entre
pacientes que sobrevivieron a la sepsis (genérica, sin origen especifico) y
pacientes que no lo hicieron, concretamente miR-223, miR-15a, mir-16,
mir-122, miR-193 y miR-483-5p. En su investigaciéon concluyeron que
tanto miR-223 como miR-16 estaban disminuidos en los que no

sobrevivieron, mientras que el resto se encontraban aumentados (155).

Todos estos resultados demuestran que las patologias provocan un
desequilibrio en las concentraciones de determinados microRNAs, lo cual
se refleja en la presencia de los microRNAs circulantes, lo que supone una
interesante via de investigacién para conseguir una firma genética que
sirva como biomarcador de enfermedades, en este caso de la neumonia
adquirida en la comunidad e incluso puedan definir una distinta expresion

clinica frente a la infeccion.
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MicroRNAs como potenciales
biomarcadores

El descubrimiento y desarrollo de mejores biomarcadores diagnésticos
y no invasivos supone una via clave y de gran potencial para mejorar tanto
el diagndstico como el tratamiento individualizado de un gran nimero de
enfermedades humanas, asi como para reducir sustancialmente el coste de
los cuidados médicos que suponen (156). En este contexto, el
descubrimiento de los microRNAs y el hecho de que varian su expresién en
tejidos enfermos, lo cual puede detectarse facilmente en determinados
fluidos corporales como el suero o el plasma, los hace potencialmente
utiles para el diagnéstico de rutina. Este hecho los hace especialmente
interesantes porque podria permitir el establecimiento de firmas de
microRNAs de determinadas enfermedades, facilitando su diagndstico
precoz e incluso predecir complicaciones de las mismas (157). Por otro
lado, ademas del potencial como biomarcador diagnéstico, los microRNAs
circulantes suponen una herramienta incluso mas valiosa como
biomarcadores de seguimiento y pronéstico de una enfermedad y sus fases.
Dentro de este campo, se han llevado a cabo una serie de investigaciones
acerca del papel de los microRNAs circulantes en varios canceres humanos,
como cancer de pulmén, de mama o de proéstata, entre otros, con
prometedores resultados (156). En el caso de la sepsis, que es una de las
complicaciones mas criticas y potencialmente mortal de los pacientes con
NAC, es necesaria la estratificaciéon precoz de los pacientes criticamente
enfermos y sépticos para identificar aquellos con mayor riesgo de muerte,
por lo que el uso de microRNAs como biomarcador para el diagndstico

temprano de la sepsis seria de gran importancia clinica (153).
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Si bien no se trata de una tarea facil, pues uno de los desafios mas
importantes al respecto pasa por descubrir y establecer los microRNAs
especificos que pueden usarse de manera consistente y fiable como
biomarcador ideal de cada enfermedad (157), la gran estabilidad de los
microRNAs en determinados fluidos, su obtencion no invasiva, su rapida y
precisa cuantificacion, su relacién directa con los diferentes estados de
enfermedad, asi como su bajo coste, convierte a los microRNAs en

biomarcadores ideales.
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2.1.Justificacion del estudio

Existen multiples estudios que han analizado el papel de distintos
biomarcadores como prondstico en la neumonia comunitaria,
concretamente en la predicciéon de mortalidad. Sin embargo, el estudio de
los microRNAs supondria un avance en el conocimiento de los mecanismos
moleculares que subyacen en complicaciones especificas de la neumoniay
podria sentar las bases para la identificacién de endotipos en esta
enfermedad. Ademas, tiene una serie de ventajas frente a los
biomarcadores proteicos convencionales, principalmente su menor coste y

su menor tiempo de procesado.

Los datos procedentes de estudios en modelos experimentales y en
series de pacientes con sepsis de distintos origenes avalaria la posibilidad
del uso de los microRNAs como biomarcadores de infeccidn grave. El perfil
de microRNAs, debido a la influencia de estos en la respuesta inflamatoria
desencadenada ante la infeccion, podria condicionar el desarrollo de una
serie de complicaciones (insuficiencia respiratoria hipoxémica, derrame
pleural o sepsis, entre otras), lo que lleva a pensar en su uso como
biomarcador a la hora de predecir estas complicaciones durante las

primeras horas del ingreso del paciente

Tal y como se ha expuesto en el apartado introduccidn, los modelos
experimentales sobre el estudio de microRNAs en sepsis de distintos
origenes muestran un punto de partida plausible y de interés para el

desarrollo de nuestra investigacion centrado en la neumonia comunitaria,
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sin duda, una de las patologias respiratorias con mas incidencia en la

poblacién general.

2.3.0bjetivos

El objetivo primario de nuestro estudio es analizar la correlacion
prondstica entre los niveles de microRNAs circulantes en sangre periférica
y el desarrollo de complicaciones en la neumonia comunitaria que requiere

ingreso hospitalario.

El objetivo secundario es analizar la capacidad para predecir
complicaciones y mortalidad a partir de la expresiéon de los microRNAs
incluidos en el estudio, tomando como referencia las escalas pronésticas

de gravedad de la neumonia y sepsis existentes.

103






3.

Material y
Métodos



3.1.Descripciéon, ambito y

duracion del estudio

Descripcion

Se trata de un estudio prospectivo, observacional, longitudinal con la
seleccion de manera consecutiva de los pacientes hospitalizados por
neumonia adquirida en la comunidad que cumplian los criterios de inclusién

y ninguno de exclusion.
Ambito

El 4mbito de estudio fue el Consorci Hospital General Universitari de
Valencia (CHGUV) y Hospital Clinic Universitari de Valéncia (HCUV); centros
de tercer nivel, de referencia para los departamentos de salud Valencia-
Hospital General y Valencia-Clinico-Malvarrosa de la Comunidad Valenciana,
respectivamente. El CHGUV dispone de 503 camas hospitalarias para la
atencién de una poblacién potencial de 372.325 habitantes, mientras que el
HUCV cuenta con 587 camas para una poblacién de referencia de 357.388

habitantes. Los pacientes ingresados fueron seleccionados principalmente

por los servicios de Neumologia.

Duracion del estudio

La duracion del trabajo fue de tres afios. El periodo de recogida de datos

se inicid en abril de 2016, finalizando la misma en enero de 2019.
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Reclutamiento

El reclutamiento de los pacientes se realiz6 de manera consecutiva
durante las primeras 24 horas de su ingreso, donde se comprobd que
cumplian los criterios de inclusiéon y no cumplian ninguno de exclusion. El
personal facultativo ofreci6 la participacidn en el estudio proporcionando
informacién verbal y ofreciendo el consentimiento informado sobre el

mismo.

Criterios de inclusiéon

El criterio de inclusion fue la presencia de neumonia adquirida en la
comunidad, en pacientes mayores de 18 afios que precisaban ingreso
hospitalario. Se define “neumonia adquirida en la comunidad” a la
presencia de un cuadro clinico compatible consistente en fiebre (T2 >
382(), tos, expectoracion, dolor toracico y disnea, junto a la presencia de

un infiltrado radiolégico de nueva aparicion en la radiografia de térax.

Criterios de exclusion

Los pacientes que presentaban una o mas de las siguientes
caracteristicas no fueron seleccionados para el estudio:
a) Antecedentes de hospitalizacion en los 14 dias previos al
ingreso.
b) Diagnéstico de neumonia tras 48 horas de ingreso.
c) Pacientes diagnosticados con neumonia tratados de mantera

ambulatoria, con el consecuente problema clinico.
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d) Negativa a participar en el estudio y/o a firmar el

consentimiento informado.

3.3.Diseno del estudio

Variables analizadas

Para la realizacion de este trabajo se analizaron las variables que se
recogen en los siguientes apartados. Toda esta informacion se introdujo en

la hoja de recogida de datos adjunta en el Anexo I.

Datos demograficos

Incluyen la edad y el sexo de los pacientes, asi como las fechas del
episodio de neumonia y el lugar de residencia (domicilio propio o

institucion).

Habitos toxicos y comorbilidades
Considerandose como habitos toxicos:

Habito tabaquico. Segtin la definicion de la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS), “fumador” es la persona que ha consumido
diariamente durante el tiltimo mes cualquier cantidad de cigarrillos,
incluso uno. La cuantificaciéon del habito se realiz6 mediante el
calculo de los paquetes/afio (nimero de cigarrillos diarios
multiplicados por el nimero de afios que lleva fumando y dividido
entre 20).

Exfumador. Se considera a la persona que, habiendo sido fumador,
lleva al menos 6 meses sin fumar.

Habito endlico. Consumo habitual de alcohol en cantidad superior

a 80 gramos/dia durante el afio precedente.
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UDVP. Usuarios de drogas ilicitas por via parenteral con

regularidad (varias veces por semana).

Y considerando la presencia de las siguientes comorbilidades:

Enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), excluyendo
bronquiectasias u otras alteraciones no obstructivas.
Comorbilidad cardioldgica: antecedentes de insuficiencia
cardiaca, valvulopatia, arritmias o cardiopatia isquémica.
Factores asociados a la inmunodepresion: incluyen la infeccion
VIH, neoplasias hematoldgicas, trasplante del 6érgano sélido,
esplenectomia, tratamiento con corticoides (al menos 20 mg de
prednisona durante las dos semanas previas a la neumonia) y
tratamiento quimioterapico en las 4 semanas previas.

Neoplasia: enfermedad de 6rgano sélido en el momento de la
presentacién de la neumonia o que haya requerido tratamiento
quimioterapico durante el afio previo.

Hepatopatia cronica: afectacion hepatica de origen toxico,
alcohélico o virico, incluyendo la degeneracion a cirrosis hepatica.
Enfermedad renal: historia de enfermedad renal crénica o
pacientes con valores de urea y creatinina sanguinea anormales,
documentados en la historia clinica.

Enfermedad cerebrovascular: evento vascular neurolégico
central agudo o crénico de causa isquémica o hemorragica, asi
como alteraciones en la deglucion.

Diabetes mellitus: Hiperglucemia mantenida (glucemia en ayunas
mayor de 126 mg/dl), con necesidad de tratamiento con insulina o

antidiabéticos orales.

109



Manifestaciones clinicas

Los sintomas consignados fueron: escalofrios, disnea, tos,
expectoracién, dolor toracico, artromialgias, cefalea, confusién, nauseas,
vomitos y diarrea, asi como los dias de evolucidon de estos previos al

diagnostico.

Se recogieron los signos clinicos de: fiebre (temperatura axilar mayor
de 382(C), taquicardia (frecuencia cardiaca mayor de 100 latidos/minuto),
taquipnea (frecuencia respiratoria mayor de 20 respiraciones/minuto),

presidn arterial sist6lica y diastdlica y saturacion de oxigeno.

Valoracion de la gravedad de la neumonia

Para la valoraciéon de la gravedad de la neumonia se utilizé la escala
disefiada por Fine en 1997, conocida como clases de riesgo de Fine o PSI
(Pneumonia Severity Index). La escala deriva de un estudio multicéntrico
sobre 14.199 pacientes con neumonia, que posteriormente fue validada en
mas de 50.000 pacientes en el estudio del PORT (Pneumonia Outcomes
Research Team). Mediante un sistema de dos pasos, los pacientes con
neumonia se estratifican, segin el riesgo de muerte en 5 clases diferentes.
La clase I agrupa a los pacientes menores de 50 afios, que no presentan
comorbilidades ni signos ni sintomas de gravedad. En un segundo paso, los
pacientes que no han sido asignados en la clase I se clasifican en clases Il a
V basdndose en la puntuaciéon obtenida por las variables demograficas
(edad, sexo, vivir en asilo o residencias) y por la existencia de
comorbilidades (neoplasia, enfermedad hepatica, insuficiencia cardiaca,
enfermedad cerebrovascular y enfermedad renal), exploracion fisica
(confusion, taquipnea, taquicardia, hipotension sistélica, hipotermia o

hipertemia) y hallazgos radiol6gicos y analiticos (academia, urea sérica
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elevada, hiponatremia, hiperglucemia, anemia, hipoxemia y derrame
pleural). La puntuacién asignada se corresponde con las siguientes clases
de riesgo: clase II, >70; clase III, 71-90; clase 1V, 91-130 y clase V, >130
puntos. El riesgo de muerte se incrementa con la clase de riesgo, asi, los
pacientes con clase de riesgo I-1I, presentan una mortalidad del 0,1-0,6%,
siendo mas elevada en la clase III (0,9-2,8%), y aumentando
significativamente en las clases IV (8,2-9,3%) y V (27-29,2%). Dada la
adecuada identificacion de los pacientes con menor riesgo de muerte, esta
escala es de utilidad para la decision del ingreso hospitalario en los
pacientes con neumonia. De este modo, se consideré neumonia leve a
aquellos pacientes con una clase de riesgo [-1II mientras que los pacientes

con clase de riesgo V-V fueron considerados como graves (Tabla 4).

Variables analiticas y radioldgicas

La descripcidn radioldgica de la neumonia se bas6 en el caracter lobar,
multilobar, en el caso de que participaran dos o mas l6bulos pulmonares,

afectacion bilateral y aparicion de derrame pleural de la misma.

Se consideraron para el estudio los siguientes parametros analiticos
obtenidos bien en el momento del diagnéstico (visita a urgencias) o

determinados en no mas de 24 horas tras el mismo:

Bioquimica sanguinea: La determinacion de los niveles de
glucemia fue en mg/dl, considerando hiperglucemia cifras
superiores a 126 mg/dl. Se establecid que existia urea sanguinea
elevada ante cifras superiores a 42 mg/dl o 7 mmol/L. Se
determinaron las proteinas séricas totales (medidas en g/dL),

definiendo hipoalbuminemia como cifras inferiores a 3,2 g/dL.
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Hemograma: Se analizaron los parametros del hemograma que
han demostrado estar relacionados con un peor prondéstico de la
neumonia o desarrollo de complicaciones. Se consideré leucopenia
cuando la cifra de leucocitos era menor de 4 células x 109/L,
leucocitosis en valores superiores a 11 x 10°/L y neutropenia
cuando los neutroéfilos totales eran inferiores a 500/uL. Se
consider6 anemia cuando los valores de la hemoglobina eran
inferiores a 13,5 g/dL o ante un hematocrito inferior a 30%.

Gasometria arterial: Se recogieron los datos de la PaO;, PaCO; y
pH, yla FiO,, siempre que fuera posible. El punto de corte de la PaO;
para considerar hipoxemia fue 60 mmHg. Se calculé la relacion

Pa0;/FiO;.

Desenlaces

Se valoraron el desarrollo de complicaciones y mortalidad durante el
ingreso hospitalario y tras 30 dias de seguimiento. Las complicaciones

acontecidas se clasificaron del siguiente modo:

Mortalidad: evento relacionado con la neumonia que ocurre
durante (y hasta) los primeros 30 dias tras el diagnoéstico.
Insuficiencia respiratoria hipoxémica: definida en relaciéon con
los datos de la gasometria, como una Pa0,/FiO; < 250.

Sepsis: Para la definicién de sepsis se tuvo en cuenta la del Sepsis
Definition Task Force, que considera la sepsis como una disfunciéon
orgadnica potencialmente mortal que es causada por una
respuesta excesiva del huésped a la infecciéon (158). Se utilizaron
los criterios qSOFA para la valoracion de sepsis al ingreso (estado
mental alterado o empeorado; frecuencia respiratoria mayor o

igual que 22 por minuto; presion arterial sistélica igual o menor a
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100 mmHg) (159).

Evolucion desfavorable: definida como un enlace compuesto con
las siguientes variables: muerte, fracaso renal agudo, ingreso en
UCI, ventilacién mecanica y/o arritmia.

Ingreso en UCI

Estancia media de los pacientes

Protocolo de trabajo

Recogida de plasma y aislamiento de los
microRNAS plasmaticos

Alos pacientes que cumplieron los criterios de inclusidn, y accedieron a
firmar la hoja del consentimiento informado, se les extrajo una muestra de
sangre venosa (8 ml) durante las primeras 24 horas del ingreso en un tubo
BD Vacutainer CPT con EDTA como anticoagulante (REF: 367863). La
posterior separacién del plasma de las muestras recogidas se realiz6
mediante centrifugacion a 1500 x g durante 20 minutos, traspasando
previamente la sangre a un tubo BD Vacutainer con gelosa (REF: 368175).
Pasado este tiempo el plasma obtenido se almacend a -802C hasta su
procesamiento. Para llevar a cabo el aislamiento de los microRNAs se utilizd
el kit mirVana™ PARIS™ (REF: AM1560; Life Technologies), siguiendo las
instrucciones recomendadas por el fabricante para la obtencién dptima del
RNA total circulante de cada muestra, tal y como se muestra

esquematicamente en la Figura 18.
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Figura 18. Protocolo de extraccién del RNA utilizando el kit mirVana™

PARIS™, Modificado del protocolo de mirVana (160).

El primer paso del protocolo consiste en lisar las células a partir del
plasma obtenido por centrifugacién, para lo cual es necesario afiadir la
solucion de lisis desnaturalizante, encargada de estabilizar el RNA e
inactivar las RNAsas. A continuacion, la extraccion del resultado de la lisis
anterior se lleva a cabo utilizando acido-fenol:cloroformo, el cual se encarga
de eliminar la mayoria de componentes celulares, incluyendo la mayor parte
del DNA y posibilitando de este modo la obtencién de una muestra de RNA
semipura. El siguiente paso del protocolo del kit mirVana es la adicién de
etanol a la solucién recuperada del paso anterior con el fin de favorecer la
retencion de los microRNAs, asi como evitar la pérdida de los RNAs
pequefios, a su paso por el filtro de fibra de vidrio utilizado en la fase final
de aislamiento para inmovilizar el RNA. Por dltimo, el RNA fijado en el filtro
se lava varias veces con las soluciones de lavado del kit para, finalmente,

eluirlo utilizando una solucién de baja fuerza iénica.

Determinacion del perfil de expresion de los
microRNAs plasmaticos

Para determinar el perfil de expresion de los microRNAs estudiados de
cada una de las muestras, se procedio6 a llevar a cabo en primer lugar una

reaccion de RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction). El
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objetivo de estareaccién es pasar de la informacion extraida de cada muestra
de RNA a cDNA, que servird de molde para el paso posterior de PCR
cuantitativa (qQPCR). Esta reaccion se lleva a cabo mediante dos pasos (Figura
19), el primer paso consiste propiamente en la reaccion de
retrotranscripcion o transcripcion reversa (esto es, el paso de RNA a cDNA),
mientras que el segundo paso se basa en la amplificacién por PCR de lo

obtenido en el paso previo.

I Extension of primer on mRNA

5 \/\/\/\/\/\_/3' mRNA

Random primer 5' cDNA
RT Step
Synthesis of first cDNA strand
3 5 cDNA
Extension of primer on cDNA =
3 5
9 > Forward primer
Synthesis of second cDNA strand i
3 5'
PCR Step 5' 3

PCR amplification of cDNA
5 > Forward primer

Reverse primer & 5

Figura 19. Vista general de los pasos principales de la RT-PCR segun la guia
de uso TagMan™ Fast Advanced Master Mix (161)

Para la realizacién de la RT-PCR se utilizé el nuevo TagMan™ Advanced
miRNA cDNA Synthesis Kit (REF: AM1556; Applied Biosystems), el cual tiene

cuatro pasos fundamentales, como se muestra en la Figura 20.
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Reverse transcription (RT) reaction

A Universal RT primer binds to the 3’ poly(A) tail and
the miRNA is reverse transcribed. The resulting cDNA
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Figura 20. Esquema de la reacciéon de RT-PCR a segtn la guia de uso de

TaqMan™ Advanced miRNA Assays (162).

Este kit permite la retrotranscripcién simultanea de todo el conjunto de
microRNAs de la muestra, gracias al uso de los primers universales que
reconocen las secuencias adheridas a los extremos 3’y 5’ de los microRNAs
de partida. La primera de estas secuencias consiste en una cola de poli-
adenosinas (o poli-A), la cual es anadida gracias a la accién de la enzima
poli(A)-polimerasa, reaccién conocida como poliadenilacién. Seguidamente,
tras afiadir los reactivos necesarios, se incorpora al extremo 5’ de los
microRNAs la segunda secuencia universal, la secuencia adaptadora (o

adaptador), mediante una ligasa.

Tras la incorporacion de las secuencias universales, como se ha indicado
anteriormente, los primers universales de transcripcion reversa incluidos en
el kit las reconocen y tiene comienzo la transcripciéon de los microRNAs
maduros (aquellos que han incorporado las secuencias en sus extremos 3’y

5’) a cDNA, tal y como se representa en la figura 5.
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Una vez obtenido el cDNA de cada una de las muestras mediante la
reaccion de RT-PCR anteriormente descrita, se procedié a llevar a cabo la
PCR cuantitativa a tiempo real, con el fin de detectar diferencias
significativas a nivel de expresién de una serie de microRNAs seleccionados
previamente. En total fueron 11 los microRNAs escogidos para el estudio,
todos ellos con antecedentes descritos por otros autores en procesos de
inflamacién o sepsis, principalmente. Para la amplificaciéon del cDNA en cada
una de las muestras se utilizaron primers especificos de los microRNAs
seleccionados, recopilados en la Tabla 9 [REF. genérica A25575, Thermo
Fisher Scientific; REF. especifica de cada microRNA adjuntada en el Anexo
II]. Por otro lado, para la normalizacién de las expresiones obtenidas se
escogieron 4 microRNAs cuya expresion se ha visto que no varia

considerablemente entre individuos.

Tabla 9. microRNAs incluidos en el estudio y microRNAs normalizadores.

microRNAs estudiados Normalizadores
miR-486 miR-223 miR-15a miR-191
miR-182 miR-4992 miR-574 miR-1032
miR-150 miR-122 miR-297 miR-let-72
miR-342 miR-193b miR-16-5p

Se utilizo, junto con los primers especificos para los microRNAs
seleccionados, el TagManTM Fast Advanced Master Mix (REF: 4444556,

Applied Biosystems), cuyo fundamento se resume en la Figura 21.
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Figura 21. Esquema de la reaccién de qPCR segtn la guia de uso TagMan™

Fast Advanced Master Mix (161)

Como puede observarse en la anterior, durante la PCR la sonda
TagMan®MGB se alinea especificamente a la secuencia complementaria
situada entre los sitios de unién de los primers directo y reverso. Cuando la

sonda esta intacta (pasos 1 y 2), la proximidad del reportero al quencher
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tiene como resultado la supresion de la fluorescencia del reportero.
Seguidamente, la DNA polimerasa escinde las sondas que han hibridado con
el objetivo (paso 3), produciendo esta escisiéon la separacion entre el
reportero y el quencher y dando como resultado un aumento de la
fluorescencia. Este aumento de la fluorescencia tendra lugar solo si la
secuencia diana es complementaria a la sonda y amplificada durante la PCR,
de manera que las amplificaciones no especificas no se detectan. Finalmente,
la polimerizacion de las hebras contintia si bien no se produce la extensiéon

de la sonda debido a que el extremo 3’ esta bloqueado (paso 4).

En cada ensayo de qPCR realizado se analizaron las muestras por
duplicado, y la expresion de cada microRNA fue determinada
posteriormente utilizando el método 2-2¢t, dando como resultado la
expresion relativa de cada microRNA en cada muestra frente a los

normalizadores escogidos.

Analisis estadistico

El analisis estadistico se ha llevado a cabo con los softwares GraphPad
Prism version 8.0 para Windows (La Jolla, California, Estados Unidos), IBM
SPSS statistics 20 para Windows (Armonk, Nueva York, Estados Unidos) y

R para Windows (Boston, Massachusetts, Estados Unidos).

En todos los test se ha establecido un nivel de significacion estadistica,
que representa la probabilidad de rechazar la hipétesis nula cuando es
verdadera, del 5% (a=0,05).

Comparacion de variables categoricas

Inicialmente llevamos a cabo un primer andlisis para comprobar si una

serie de variables seleccionadas tenian relacion o eran estadisticamente
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independientes de nuestra variable mas genérica, la “evolucién
desfavorable”. Existen diferentes pruebas para analizar la relacién entre
las variables, en funcion del tipo de variables, asi como de la distribuciéon

de estas. Asi pues, en el caso del andlisis de variables categdricas (como el

sexo o la presencia de comorbilidades), utilizamos el test Chi-cuadrado
(x?). En este test, la Ho indica la igualdad de proporciones entre ambos
grupos, mientras que la Hu, al contrario, indica que las proporciones no son
iguales en ambos grupos. De este modo, si en el test se obtuvo un p-valor

inferior a o se rechazé la hipotesis nula.

Para el anadlisis de los microRNAs como variable categoérica se llevaron
a cabo diferentes pruebas. Para ello consideramos que los microRNAs cuya
expresion era inferior a 104 como un “0” (“no expresiéon” o
“infraexpresion”), mientras que los que dieron un valor superior se
consideraron como un “1”. Partiendo de este planteamiento, realizamos en
primer lugar regresiones logisticas simples, sin considerar ninguna
covariable, tan sélo los microRNAs, con el fin de detectar alguna relacién o
modelo entre los diferentes microRNAs para cada una de nuestras

variables.

A continuacién, y con el fin de presentar unos resultados mas
completos, asi como de establecer posibles relaciones con co-variables que
consideramos de interés. Para cada variable de estudio se llevaron a cabo
regresiones logisticas miiltiples, que no son mas que una extension de
las simples en las que se predice una respuesta o modelo en funcién de
multiples predictores. Para ello se tuvo en cuenta la expresién de los

microRNAs, el sexo, 1a NAC previa, el alcoholismo y el tabaquismo, la EPOC,

el Asma, la presencia de arritmias o disnea, los valores de Urea, PCR y

Lactato, asi como antecedentes de insuficiencia renal crénica o el

desarrollo de fracaso renal agudo durante el ingreso.
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Al contrario que otros test, este tipo de andlisis no requiere de
condiciones como linealidad, normalidad ni homocedasticidad de los
residuos, si bien precisa que la variable dependiente sea binaria, que haya
independencia entre las observaciones, y que el tamafio muestra para el
caso de la variable independiente menos frecuente del modelo sea de un

minimo de 10 casos.

El criterio de seleccion para la formaciéon de modelos tras las
regresiones logisticas fue el criterio de informacion de Akaike (AIC). Se
trata de una medida de calidad relativa de un modelo estadistico para un
conjunto de datos, si bien no garantiza la calidad del modelo en el sentido

absoluto (no tiene en cuenta la significatividad).

Comparacion de las medias de dos poblaciones

Se han realizado test estadisticos para comparar una variable
cuantitativa entre dos grupos, como los pacientes clasificados en el grupo
PSI -1l y los clasificados en el grupo PSI1V-V, o los que desarrollaron sepsis
y los que no, entre otros. En este test, la hipotesis nula o Ho indica que no
existen diferencias entre medias, mientras que la hipotesis alternativa Ha
indica que las medias de las variables de estudio presentan diferencias
entre los dos grupos. De este modo, si en el test aplicado el p-valor
obtenido era inferior a «a, se consideraba que habia evidencias

estadisticas suficientes para rechazar la Ho.

Para la eleccién del test adecuado para la realizacion del contraste de
hipétesis, se comprobé previamente la existencia de normalidad en los

grupos de estudio.

Dado que en ninguno de los mismos se cumplia el supuesto de

normalidad, el contraste de hipoétesis se realiz6 mediante el test no
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paramétrico de Mann-Whitney, expresando los resultados como

medianas y rango intercuartil.

3.4.Aspectos éticos

La privacidad de los pacientes se garantiz6 codificando cada caso de
manera que no existiera ningin dato identificativo personal. Los datos
clinicos de los casos se introdujeron en una base de datos informatica, cuyo
manejo fue exclusivo de la investigadora, custodiando la confidencialidad de

los mismos.

Asimismo, en los dos hospitales en los que tuvo lugar el reclutamiento de
los pacientes incluidos en el estudio, el proyecto fue aprobado por el Comité
Etico de Investigacién Médica (CEIM), y cada uno de los sujetos participantes
expresé su aprobacion a la participacion en el mismo mediante la firma del

consentimiento informado, adjunto en el Anexo III.
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Resultados



4.1.Clinica vs. evolucion

En este estudio participaron un total de 223 pacientes con NAC, de los
cuales 152 pacientes (68,2%) presentaron una evolucién desfavorable. En
la siguiente tabla se recogen las principales caracteristicas clinico-

patolégicas de estos pacientes en funcién de la evolucién de la enfermedad.

Tabla 10. Caracteristicas clinico-patolégicas de los pacientes incluidos en el
estudio.

Evolucion favorable Evolucion desfavorable

Total (n=223) m=71) (n=152)

p valor

Datos demograficos

EDAD media 67,04 (15,25) 62,48 (16,54) 69,18 (14,16) 0,002

EDAD (>65 aiios) 133 (59,64) 34 (41,89) 99 (65,13) 0,014

SEXO (varones 140 (62,78 38 (53,52 102 (67,105 0,145
Comorbilidades

Tabaco 26 (11,66) 1(1,41) 25 (16,48) 0,001

EPOC 58 (26,01) 16 (22,54) 42 (27,63) 0,419

Asma 18 (8,07) 10 (14,08) 8(5,26) 0,024

Corticoides inhalados 43 (19,28) 16 (22,54) 27 (17,76) 0,400

Isuficiencia cardiaca 23(10,31) 6 (8,45) 17 (11,18) 0,532

Arritmia 25 (11,21) 2(2,82) 23 (15,13) 0,007

Cardiopatia isquémica 21(9,42) 7 (9,86) 14 (9,21) 0,877

Diabetes 63 (28,25) 17 (23,94) 46 (30,26) 0,477

Hepatopatia 9 (4,06) 2(2,82) 7 (4,61) 0,527

Enf. Cerebrovascular 21 (9,42) 4(5,63) 17 (11,18) 0,186

Insuficiencia renal
cronica
Sintomatologia

Dias de evolucién de

15 (6,73) 1(1,41) 14 (9,21) 0,030

., 5,61 (5,49) 5 (5,45) 6 (5,68) 0,668

los sintomas
Fiebre 174 (78,03) 59 (83,10) 115 (75,66) 0,398
Disnea 131 (58,74) 34 (47,89) 97 (63,82) 0,03
Tos 181(81,17) 58 (81,69) 123 (80,92) 0,623
Expectoracion 131 (58,74) 39 (54,93) 92 (60,53) 0,429
Dolor toracico 97 (43,50) 31 (43,66) 66 (43,42) 0,791
Confusién 25 (11,21) 8(11,27) 17 (11,18) 0,791
Estancia media 6,45 (5,73) 4,06 (2,14) 7,57 (6,5) 0,001
PSIIV-V 123 (55,16 17 (23,94 106 (69,74 0,001

Pardmetros analiticos

Glucemia (mg/dl) 151,71 (67,82) 142,54 (63,98) 156 (69,34) 0,099
Urea (mg/dl) 48,57 (25,49) 39,5(19,91) 52,8 (26,75) 0,001
Hemoglobina (g/dl) 12,98 (1,89) 13,05 (1,64) 12,94 (2,00) 0,854
Pa0,/Fi0, 268,51 (59,59) 319,75 (53,39) 254,20 (54,93) 0,001
Pa0,/Fi0; <250 57 (25,56) 3(4,23) 54 (35,53) 0,001
Lactato (mmol/L) 1,88 (1,46) 1,51 (1,28) 2,00 (1,50) 0,002
PCR (mg/dL) 23,44 (14,39) 25,13 (15,02) 22,66 (14,07) 0,334

Etiologia de la
. 83(37,22) 15 (21,13) 68 (44,74) 0,003

neumonia

Los resultados estan expresados como nuimero absoluto y porcentaje (para las variables
categoricas), o como media y desviacion estandar (para variables numéricas). La tltima
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columna muestra el p-valor de los contrastes de hipotesis (Chi-cuadrado para las variables:
Edad>65, sexo, comorbilidades, sintomatologia, Pa0O:/Fi02<250, y etiologia de la
neumonia; Mann Whitney para las variables: Edad media, dias de evolucién de sintomas,
estancia media, y resto de parametros analiticos). Se consideraron estadisticamente
significativos todos aquellos valores con p-valor<0.05, resaltados en negrita.

En la tabla anterior se observa que la edad media de los pacientes
incluidos en el estudio es de 67,04 afos, siendo significativamente mas
elevada la edad media de los pacientes que evolucionaron
desfavorablemente (69,18 afios) frente a los que evolucionaron
favorablemente (62,48 afios). Como cabria esperar, si la variable edad se
categoriza en pacientes menores o mayores de 65 afios, el p-valor del
contraste de hipotesis Chi-cuadrado en este caso, indica también
diferencias estadisticamente significativas, evolucionando estos ultimos

desfavorablemente con mayor probabilidad que los menores de 65 afios.

En cuanto al sexo, 140 de los pacientes fueron varones (62,78%), frente
a 83 mujeres participantes (37,22%). Si bien el p-valor obtenido para esta
variable frente a la evolucién no resulta significativo, los porcentajes
anteriores si permiten apreciar una mayor incidencia de NAC en hombres

que en mujeres.

Si se observa la primera de las comorbilidades incluidas en la tabla
anterior, se aprecia una relacién significativa entre el tabaquismo y la
evolucion. Un total de 26 de los pacientes del estudio declar6 que fumaba
(11,66%), de los cuales 25 (96,15%) tuvieron complicaciones y por tanto
una evolucién desfavorable. En cuanto al papel de la EPOC, 58 de los
pacientes ingresados (26,01%) present6 esta comorbilidad, de los cuales
16 tuvieron una evolucidn favorable frente a 42 que evolucionaron
desfavorablemente. Si bien se atisba un aumento de este tltimo grupo, el
p-valor obtenido del contraste de hip6tesis Chi-cuadrado indica que no

hay diferencias significativas entre la EPOC y la evolucién de la NAC. De
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igual manera sucede para la insuficiencia cardiaca (comorbilidad de un
10.31% de los pacientes), la cardiopatia isquémica (9,42%), la diabetes
(28,25%), la hepatopatia (4,06%), la enfermedad cerebrovascular
(9,42%) o la demencia (1,35%), asi como los pacientes con terapias por
corticoides inhalados (un 19,28% del total) o sometidos a tratamiento
inmunosupresor (0,45%). No ocurre lo mismo para los pacientes
asmaticos (8,07%), que no presentaron una evolucién desfavorable en
nuestra serie, asociando este estado significativamente con menores
complicaciones. En el caso de los pacientes con arritmia (11,21%), el p-
valor resultante del contraste de hipotesis aplicado si que indica una
relacion significativa entre ambas variables siendo aquellos que la
padecen mas propensos a presentar complicaciones y evolucionar
desfavorablemente. De igual manera, la insuficiencia cardiaca (6,73%)
también presenta una relacion significativa con la evolucién de la NAC,

siendo desfavorable para los que la padecen.

Por lo que respecta a la sintomatologia, 131 pacientes manifestaron
disnea (un 58,74% del total), de los cuales 34 (25,95%), tuvieron una
evolucion sin complicaciones, frente a 97 (74,04%) que evolucionaron
desfavorablemente. En este caso, el p-valor obtenido del contraste de
hipétesis Chi-cuadrado para esta variable categorica indica diferencias
estadisticamente significativas entre la presencia de disnea y la
evolucion, siendo mas desfavorable esta dltima para los pacientes con
NAC que manifiestan este sintoma. Asi mismo sucede al comparar la
clasificacion de los pacientes por la escala de riesgo PS], o indice de Fine,
con la evolucién. En el grupo de riesgo IV-V se incluyé a 123 de los
pacientes (55,16%), de los cuales 17 evolucionaron favorablemente
frente a 106 que tuvieron complicaciones. Como cabria esperar dado el

objetivo de esta escala de riesgo, el p-valor resulté significativo, siendo
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los pacientes previamente clasificados en el grupo de riesgo IV-V maés
propensos a tener una evolucion desfavorable. En cuanto a la estancia
media de los pacientes fue de 6,45 dias, siendo significativamente mas
elevada en aquellos pacientes que presentaron complicaciones (7,57
dias) frente a los que no (4,06 dias), segin el p-valor obtenido del

contraste de hipotesis aplicado.

Por ultimo, si se observan los parametros analiticos incluidos en la
Tabla 10, pueden apreciarse una serie de resultados significativos. En el
caso de la urea, el valor medio de los pacientes fue de 48,57 mg/d]l, pero al
clasificarlos seguin su evolucidn, este valor medio desciende a 39,5 mg/dl
en el caso de aquellos que evolucionaron favorablemente, y se incrementa
a 52,8 mg/dl enlos que lo hicieron desfavorablemente. Segtin el p-valor del
contraste de hipdtesis, Mann Whitney en este caso, debido a la distribucién
no normal de los datos, estas diferencias son estadisticamente
significativas. Del mismo modo sucede con el lactato, cuyo valor medio es
de 1,88 mmol/L, pero al clasificar a los pacientes en si su evolucién fue
favorable o desfavorable, el valor medio varia significativamente y pasa a
ser de 1,51 mmol/L y 2,00 mmol/L respectivamente. Otro parametro del
estudio cuya relacién con la evoluciéon se demuestra significativo es el
cociente presion parcial de oxigeno en sangre arterial, entre la
concentracion de oxigeno inspirado, representado como PaO,/FiO;, y
conocido como indice de Kirby. Con este parametro se representan dos
variables en la tabla anterior, la primera, numérica, engloba el valor medio
de Pa0;/FiO; de todos los pacientes, y la segunda, categoérica, tiene en
cuenta si el cociente PaO;/FiO; fue inferior a 250 y que por tanto
presentaba hipoxemia. En ambos casos, los p-valores de los contrastes de
hipédtesis, Mann Whitney para la comparacion de medias de Pa0;/FiO,y

Chi-cuadrado para la categdrica, indican diferencias estadisticamente
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significativas entre ambos grupos, presentando los pacientes con valores

de Pa0O;/FiO; bajos, mayor frecuencia de una peor evolucién.

4.2. Analisis cualitativo de la

expresion de los microRNAS

Una vez analizada la relacion entre las variables clinico-patologicas
seleccionadas anteriormente y la evoluciéon que presentaron los pacientes
incluidos en el estudio, se procedi6 a estudiar la relaciéon entre los
biomarcadores protagonistas de este trabajo, los microRNAs, y una serie
de variables de estudio. Estas variables fueron la escala de gravedad, la
evolucion, el desarrollo de sepsis grave y la hipoxemia. Este anilisis lo
hemos dividido en dos partes: una primera (parte cualitativa) que se
desarrollara alo largo de este apartado, y una segunda (parte cuantitativa),

que se desarrollara en el apartado siguiente.

A su vez, este primer andlisis cualitativo, que se desarrollard a
continuacion, puede subdividirse en varios apartados. El primero de ellos
dedicado al andlisis y del estudio de todos los modelos posibles que
existan para cada una de las variables de interés y los microRNA, de
manera individual o agrupada, mientras que el segundo estaria
orientado al mismo fin, pero considerando también una serie de variables

clinicas, y serd comentado mas adelante.

Modelo predictivo de microRNAs
vs. Variables

En este primer subapartado hubo que tener en cuenta un total de 1024
modelos, el método estadistico utilizado fueron las regresiones logisticas,

las cuales pronostican la pertenencia a un grupo a partir de una variable
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independiente cualitativa (en este caso, la expresion (“Si=1" 0 “No=0), y el
criterio de seleccidn del mejor modelo se bas6 en los que tuvieran un AIC
(Akaike Information Criterion) menor. Este criterio de seleccion, no
obstante, no mira la significatividad, por lo que puede suceder que alguno
de los microRNAs escogidos no sea significativo. A continuacidn, se explica

mas claramente para cada caso.

Modelo predictivo de microRNAs para la
clasificacion en la escala de riesgo PSI

En esta primera variable de estudio se consider6 como “0” a los
pacientes clasificados en el grupo de riesgo PSI I-1II, y como “1” a los

clasificados en el grupo PSI [V-V.

El mejor modelo de todos, aquel con menor valor de AIC como se ha

comentado, fue el constituido por los microRNAs miR150, miR-223, miR-

[15ay miR-574

, cuyos datos se muestran en la tabla siguiente:

Tabla 11. Regresién logistica del modelo éptimo para la prediccion de la
clasificacién en la escala de gravedad PSI IV-V en funcidn de la expresién o no de
los microRNAs.

Estimate std. Error p-valor
miR-150 -1,1359 0,4320 0,00856
miR-223 0,4705 0,3078 0,12641
miR-15a 1,0217 0,6486 0,11520
miR-574 -0,8826 0,2866 0,00207

No obstante, tal y como se deduce de dicha tabla, de los 4 microRNAs
que compondrian el modelo dptimo para la predicciéon de la escala de
riesgo PSI, tan sélo el miR-150 y el miR-574 serian significativos (debido a
que, como se ha comentado, el criterio de seleccion no contempla la
significatividad). Es por ello que una interesante manera de interpretar los

resultados es hacerlo en funcién de su Odds ratio y sus intervalos de

129



confianza, lo que permite saber de qué forma afectan las variables
independientes a las dependientes. De este modo, si el microRNA es
significativo y su Odds ratio es inferior a 1 puede afirmarse que se trata de
un factor protector, mientras que si es superior a uno incrementaria el

riesgo de que se produjera la variable de estudio.

A continuacidn, se representa de manera grafica los Odds ratio y los
intervalos de confianza de los microRNAs del modelo, acompanados de la

tabla de datos.

miR-574 = Ho—

miR-15a =

L ]

miR-223 = F——A

miR-150 = Ho—i

0Odds Ratio

Figura 22. Grdfico que recoge los resultados del modelo éptimo para la
prediccion mediante microRNAs de la clasificacién en el grupo de riesgo PSI IV-V,
representados en funcion de los Odds ratio y sus intervalos de confianza.

Tabla 12. 0dds ratio, Intervalo de confianza y p-valor de los microRNAs del modelo
optimo.

0Odds Ratio 2,5% 97,5% p-valor
miR-150 0,32112 0,13769 0,74889 0,00856
miR-223 0,16007 0,87562 292630 0,12641
miR-15a 2,7778 0,77917 9,90229 0,11520
miR-574 0,4137 0,23591 0,72552 0,00207

Como puede apreciarse, tan s6lo dos de los microRNAs son significativos, y
dado que ambos tienen un Odds ratio inferior a 0 se trataria de factores
protectores, estando relacionada su mayor expresién con la menor

probabilidad de clasificar en el grupo de riesgo PSI [V-V.
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Modelo predictivo de microRNAs para la
evolucion desfavorable

Se considero en este caso los eventos de evolucion favorable como “0”,
mientras que a la evolucién desfavorable se le asign6 el “1”. En este caso el

mejor modelo predictivo obtenido fue el compuesto por los microRNAs

|miR_150, miR-499ay miR-15aL cuyos datos quedan recogidos en la tabla

siguiente:

Tabla 13. Regresidn logistica del modelo ptimo para la prediccién de la evolucién
desfavorable en funcién de la expresion o no de los microRNAs

Estimate std. Error p-valor
miR-150 -1,2330 0,4887 0,0116
miR-499a 0,5026 0,3232 0,1199
miR-15a 1,1627 0,6796 0,0871

Como puede apreciarse, de todos ellos tan s6lo el miR-150 resultd

significativo, con un p-valor inferior a 0,05.

Del mismo modo que anteriormente, en funcién del su Odds ratio y sus
intervalos de confianza puede deducirse que el miR-150 se trata de un
factor protector frente a presentar una evolucién desfavorable, como se

aprecia en el grafico siguiente, y en la Tabla 14:

microRNAs vs Evolucion desfavorable

miR-15a =

miR-499a = ——A

miR-150 = +H—

0Odds Ratio

Figura 23. Grdfico que recoge los resultados del modelo éptimo para la prediccion
mediante microRNAs de la evolucién desfavorable, representados en funcién de los Odds
ratio y sus intervalos de confianza.
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Tabla 14 0dds ratio, Intervalo de confianza y p-valor de los microRNAs del modelo
optimo.

Odds Ratio 2,5% 97,5% p-valor
miR-150  0,29115 0,11172 0,75873 0,0116

miR-223 1,65295 087736 3,11414 0,1199
miR-574 2,77778  0,77918 9,90229  0,0871

La infraexpresion del miR-150, estaria por tanto relacionada
significativamente con la evolucion desfavorable, o lo que es lo mismo, su
expresion se relacionaria con la evolucién favorable y sin complicaciones
ya que, como se ha dicho, se trataria de un factor protector (Odds ratio <

1).

Modelo predictivo de microRNAs para el
desarrollo de sepsis grave

Para el estudio de la variable sepsis grave, se consider6 con un “0” los
caso de no desarrollo de sepsis, haciendo referencia el “1” al desarrollo de

la misma.

De todos los modelos posibles teniendo en cuenta todos los microRNAs

del estudio, tanto individualmente como en grupo, el modelo de mayor

prediccién fue el compuesto por los microRNAs |miR-4-86 y miR-4-99a\.

Ambos, tal y como se observa en la Tabla 15, significativos.

Tabla 15. Regresion logistica del modelo éptimo para la predicciéon del
desarrollo de sepsis grave en funcién de la expresion o no de los microRNAs.

Estimate std. Error p-valor
miR-486 -1,1142 0,5012 0,0262
miR-499a 1,1177 0,4158 0,0718

Del mismo modo que en los apartados anteriores, si atendemos a los
valores de los Odds ratios y os intervalos de confianza, los resultados

quedarian representados de la siguiente manera:

132



microRNAs vs Sepsis grave

miR-499a =

[ ]

miR-486 - Ho—

T
0 1 2 3 4 5 6 7

0Odds Ratio

Figura 24. Grdfico que recoge los resultados del modelo éptimo para la
prediccion mediante microRNAs del desarrollo de sepsis grave, representados en
funcidn de los Odds ratio y sus intervalos de confianza.

Cuyos valores numéricos se recogen en la tabla siguiente:

Tabla 16. 0dds ratio, Intervalo de confianza y p-valor de los microRNAs del
modelo éptimo.

Odds Ratio 2,5% 97,5% p-valor
miR-486 0,32817 0,12287 0,87650 0,0262
miR-499a 3,05789 1,35367 6,90762 0,0718

De este modo, mientras que el miR-486 se trataria de un factor
protector, el miR-499a actuaria de manera opuesta siendo un factor de
riesgo, aumentando su expresion la mayor probabilidad de desarrollo de

sepsis.

Modelo predictivo de microRNAs para el
desarrollo hipoxemia

Como en los apartados anteriores, se asignd con un “0” la no presencia
de la variable negativa, mientras que el “1” se asigno a los pacientes que

presentaron valores de Pa_Fi<250, y por tanto hipoxemia.

En este caso el mejor modelo predictivo fue el que tenia en cuenta los
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microRNAs miR-486, miR-122, miR-574 y miR-297, cuyos valores se

indican en la Tabla 17.

Tabla 17. Regresion logistica del modelo dptimo para la prediccion del desarrollo
de hipoxemia en funcién de la expresion o no de los microRNAs.

miR-486
miR-122
miR-574
miR-297

-0,7752
1,2984
-0,8506
1,1655

Estimate std.

Error
0,4985
0,5347
0,3672
0,4446

p-valor

0,1199
0,0152
0,0205
0,0088

De todos ellos, tanto el miR-122 como el miR-574 y el miR-297

resultaron significativos, de manera que atendiendo a sus Odds ratio y sus

intervalos de confianza, y representandolos graficamente se obtuvo la

figura siguiente.

miR-297 =

miR-574+ Ho—i

miR-122 -

microRNAs vs Hipoxemia

]

miR-486 = HO——

0dds Ratio

Figura 25. Grdfico que recoge los resultados del modelo éptimo para la
prediccion mediante microRNAs del desarrollo de hipoxemia, representados

en funcion de los Odds ratio y sus intervalos de confianza.

Tabla 18. 0dds ratio, Intervalo de confianza y p-valor de los microRNAs del

modelo éptimo.

miR-486
miR-122
miR-574
miR-297

Odds Ratio

0,46061
3,66352
0,42716
3,20641

2,5%

97,5%
0,17338 1,22370
1,28463 10,44768
0,20800 0,87726
1,34144 7,66424

p-valor
0,1199
0,0152
0,0205
0,0088
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RESULTADOS

Tal y como puede interpretarse, tanto del grafico anterior como de la
tabla, mientras que el miR-574 actuaria como factor protector, la expresion
del miR-122 y el miR-297 estaria relacionada con el desarrollo de

hipoxemia, tratandose por tanto de factores de riesgo.

4.2.2.Modelo predictivo
de microRNAs + clinica vs. Variables

Hasta ahora todos los andlisis llevados a cabo han tenido en cuenta tan
solo a los microRNAs y a las variables dependientes analizadas (PSI IV-V,
evolucion desfavorable, sepsis grave e hipoxemia). No obstante, también
se considerd de interés el llevar a cabo un andlisis que contemplara ademas
una serie de variables clinicas con el fin de ver si la interaccion de los
microRNAs significativos anteriormente seguiria destacando como

herramienta prondstica, aunque el modelo tuviera muchas mas variables.

Las variables clinicas seleccionadas para incorporarse en la elaboraciéon
y andlisis de los modelos fueron algunas de las que salieron significativas

en el apartado 4.1., y se recogen en la siguiente Figura.

Lactato Insuficign(_:ia Fracaso renal
renal cronica agudo

Figura 26. Conjunto de variables clinicas seleccionadas para estudiar su relacion
con las variables de estudio y los microRNAs.

Este tipo de andlisis radica en la multitud de variables que presenta, lo
que implicaria un elevado nimero de modelos posibles (en concreto 224, es
decir, 1.677.216), por lo que se opto realizarlo por la técnica que se conoce
como algoritmo genético. Esta técnica consiste en la seleccion de los

modelos mas probables, los que considera que tendran mejores resultados,
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sesgando hacia el que crea que sera el modelo éptimo.

Asi pues, del mismo modo que anteriormente, a lo largo de los
siguientes apartados se desarrollaran los modelos resultantes obtenidos
teniendo en cuenta tanto los microRNAs como las variables clinicas

seleccionadas, para cada una de las variables de estudio.

Modelo predictivo de microRNAs + clinica
para clasificacion en grupo de riesgo PSI IV-V

Influencia de... ... sobre:

miR486 + miR182 + miR150 + miR342 + miR223 + miR499a, GRUPO
miR122 + miR15a + mir574 + miR297 + Edad + Sexo, DE

Tabaquismo + Alcohol + EPOC + Asma + Arritmia + Disnea + RIESGO

Urea + PCR + Lactato + Fracaso Renal Ag. + Insufi. respiratoria PSIIV-V

Figura 27. Variables clinicas y microRNAs vs. grupo de riesgo PSI V-V

Del mismo modo que anteriormente, el método estadistico utilizado
fueron las regresiones logisticas con el ACI mas bajo como criterio de
seleccion. De todos los modelos que incorporaria el analisis (Figura 27) el

modelo 6ptimo obtenido para predecir el grupo de riesgo fue el compuesto

por el |miR-574, Edad, Tabaquismo, Asma, Urea, PCR y Lactato, cuyos

datos quedan recogidos en la tabla siguiente.

Tabla 19. Regresién logistica del modelo éptimo para la prediccion del grupo de
riesgo PSI IV-V en funcién de la expresion o no de los microRNA y las variables clinicas
seleccionadas.

Estimate std. Error p-valor
miR-574 -1,20993 0,49887 0,01534
Edad 0,05191 0,01879 0,00574
Tabaquismo 1,57081 0,86548 0,06952
Asma -1,43950 0,76406 0,05956
Urea 0,08986 0,01803 6,24e-07
PCR -0,02594 0,01769 0,14251
Lactato 0,10828 0,17481 0,53565

Tal y como se aprecia en la tabla, de todos ellos tan sélo las variables del
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modelo miR-182, miR-297, Asma, Urea y PCR resultan estadisticamente
significativas. Graficamente, en funcién de sus Odds ratio y sus intervalos

de confianza (Tabla 16), los resultados quedarian de la siguiente manera:

Lactato = eo—
PCR= [ ]
Urea= ®

Asma=- ‘ro—

Tabaquismo =
Edad = @
miR-574= e

0Odds Ratio

Figura 28. Grdfico que recoge los resultados del modelo éptimo para la
prediccion mediante microRNAs y variables clinicas del grupo de riesgo PSI
IV-V, representados en funcién de los Odds ratio y sus intervalos de confianza.

Tabla 20. Odds ratio, Intervalo de confianza y p-valor de las variables del
modelo éptimo.

Odds Ratio  2,5% 97,5% p-valor

miR-574  0,29838 0,11223 0,79326 0,01534
Edad 1,05327 1,015188 1,09279 0,00574
Tabaquismo 4,81052  0,882061 13,2353  0,06952

Asma 0,23704  0,053022 1,05973 0,05956
Urea 1,09402 1,056034 1,13337 6,24e-07
PCR 097438 0941181 1,00876  0,14251

Lactato 1,11435 0,791092 1,56971 0,53565

Teniendo en consideracion los datos anteriores, puede deducirse el
papel protector del miR-564, pues su infraexpresion estd
significativamente relacionada con la clasificacion en el grupo de riesgo PSI
IV-V, mientras que la Edad y la Urea serian importantes factores de riesgo,
pues a mayor valor, mayor probabilidad de clasificar en el grupo mayor

riesgo.
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Modelo predictivo de microRNAs + clinica
para evolucion desfavorable

En este caso al tratar de buscar un modelo con todas las variables
clinicas inicialmente propuestas y recogidas en la Figura 29, ninguna de las
variables parece ser significativa. Esto es debido a que, con el gran nimero
de variables, el algoritmo no es capaz de resolver un modelo 6ptimo, por lo
que se decidié omitir algunas de las variables: Tabaquismo, arritmia,
fracaso renal agudo e insuficiencia respiratoria. El andlisis propuesto

quedaria de la siguiente manera:

Influencia de... ... Sobre:

miR486 + miR182 + miR150 + miR342 + 2
miR223 + miR499a, miR122 + miR15a + AU
mir574 + miR297 + Edad + Sexo, + Alcohol + DESFAVORABLE

EPOC + Asma + Disnea + Urea + PCR + Lactato

Figura 29. Variables clinicas y microRNAs vs. evolucion desfavorable

Con estas variables de partida, el modelo 6ptimo de prediccién de la

evolucion desfavorable obtenido fue el compuesto por: |miR-486, miR-

(182, miR-342, miR-223, miR-297, Edad, Asma, Urea, PCR y Lactato,

Tabla 21. Regresién logistica del modelo dptimo para la prediccién de la evolucién
desfavorable en funcion de la expresién o no de los microRNA y las variables clinicas
seleccionadas.

Estimate std. Error p-valor

miR-486 -0,57067 0,74811 0,06861
miR-182 -1,75208 0,61143 0,00416
miR-342 1,14007 0,76071 0,13395
miR-223 0,93735 0,51019 0,06617
miR-297 2,09079 0,85776 0,01479
Edad 0,02858 0,01643 0,08194
Asma -2,48173 0,75330 0,00098
Urea 0,02821 0,01259 0,02509
PCR -0,4713 0,01865 0,01152
Lactato 0,38825 0,27618 0,15978
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No obstante, como es habitual debido al criterio de seleccion de las
regresiones logisticas, no todas las variables del modelo son significativas.
Como se aprecia al observar los p-valores, de todas las variables del
modelo, tan sélo el miR-182, el miR-297, el Asma, la Urea y la PCR
resultarian estadisticamente significativas y, por tanto, su mayor o menor
expresion influiria significativamente a la hora de predecir las evoluciones

desfavorables.

Si se representan de manera grafica en funcién de sus Odds ratio y sus
intervalos de confianza las variables anteriores, los resultados quedarian

de la siguiente manera:

Lactato = —&—
PCR=
Urea=
Asma=
Edad~

miR-297 4

miR-223 =

miR-342

[ ]
[ ]
{ 2|
[ ]
miR-182+ 19
lo—i

miR-486 =

T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

Odds Ratio

Figura 30. Grdfico que recoge los resultados del modelo éptimo para la
prediccion mediante microRNAs y variables clinicas de la evolucién desfavorable,
representados en funcién de los Odds ratio y sus intervalos de confianza.

Como se deduce de la grafica y de la tabla que se muestra bajo estas
lineas, dado que el Odds ratio de las variables miR-182, Asma y Urea es
inferior a 1, estarian actuando como variables protectoras. O lo que es lo
mismo, los valores bajos estarian significativamente relacionados con la

clasificacion en el grupo de riesgo PSI IV-V. Por el contrario, tanto el miR-
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297 como la Urea, la expresiéon elevada estaria significativamente
relacionada con la clasificacion en el grupo de riesgo PSI IV-V, grupo de

peor pronostico.

Tabla 22. 0dds ratio, Intervalo de confianza y p-valor de las variables del
modelo éptimo.

Odds Ratio 2,5% 97,5% p-valor

miR-486 0,25607  0,05909 1,10958 0,06861
miR-182 0,17341 0,05231 0,57481 0,00416
miR-342 3,12698 0,70405 7,8882 0,13395
miR-223 2,55320 0,93932 6,93996 0,06617
miR-297 8,09126 1,50621 11,6124 0,01479
,Edad 1,02899 0,99638 1,06266 0,08194
Asma 0,08359 0,01909 0,36593 0,00098
Urea 1,02860 1,00353 1,05431 0,02509
PCR 0,95396 0,91971 0,98948 0,01152
Lactato 1,47440 0,85809 2,53337 0,15977

Dado que el Odds ratio de las variables miR-182, Asma y Urea es inferior
a 1, estarian actuando como variables protectoras. O lo que es lo mismo, los
valores bajos estarian significativamente relacionados con la clasificaciéon
en el grupo de riesgo PSI IV-V. Por el contrario, tanto el miR-297 como la
Urea, la expresion elevada estaria significativamente relacionada con la

clasificacién en el grupo de riesgo PSI V-V, grupo de peor prondstico.

Modelo predictivo de microRNAs + clinica
para desarrollo de sepsis

Si bien al analizar la posible influencia de los microRNAs y las variables
clinicas seleccionadas sobre la evolucion tuvieron que omitirse algunas de
las variables para que el algoritmo pudiera obtener un modelo claro y

optimo, para el estudio de la sepsis (al igual que para el de la clasificacion
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PSI IV-V) no fue necesaria la omisiéon de ninguna de las variables. De tal

modo que el modelo de andlisis propuesto fue los siguientes:

Influencia de... ... Sobre:

miR486 + miR182 + miR150 + miR342 +

miR223 + miR499a, miR122 + miR15a + DESARROLLO
mir574 + miR297 + Edad + Sexo, Tabaquismo + DE SEPSIS
Alcohol + EPOC + Asma + Arritmia + Disnea +
Urea + PCR + Lactato + Fracaso Renal Agudo + GRAVE

Insuficiencia respiratoria
Figura 31. Variables clinicas y microRNAs vs. desarrollo de sepsis grave

Asi pues, el mejor modelo de prediccion para el desarrollo de sepsis

grave fue el que combinaba Ilas Variables:| miR-486, miR-499a,\

|Tabaquism0, Urea, PCR, Lactato y Fracaso renal agudo|.

Tabla 23. Regresion logistica del modelo dptimo para la prediccién del
desarrollo de sepsis grave en funcién de la expresién o no de los microRNA y las
variables clinicas seleccionadas.

Estimate std. Error p-valor

miR-486 -1,931186 0,76784 0,01187

miR-499a 1,70812 0,61704 0,00564
Tabaquismo  1,13075  0,655995 0,08664

Urea 0,01637 0,01065 0,12442

PCR 0,01265 0,02083 0,54374

Lactato 0,63991 0,19989 0,00137

Fracaso renal agudo 1,69723 0,67922 0,01246

Y de este modelo, como se deduce de la tabla anterior, todas las
variables resultarian estadisticamente significativas para la prediccion del

desarrollo de sepsis excepto el tabaquismo, la Urea y la PCR.

Recurriendo a la representacion grafica mediante plots de las variables
anteriores en funcion de sus Odds ratios y sus intervalos de confianza, con
el fin de ver como influyen sobre la variable dependiente, se obtiene el

grafico que se muestra a continuacion.
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Fracaso renal | 1 ® [
agudo

Lactato - He—

PCRH

Urea=

Tabaquismo =

miR-499a I @ i

miR-486- @

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
0dds Ratio

Figura 32. Grdfico que recoge los resultados del modelo éptimo para la
prediccion mediante microRNAs y variables clinicas del desarrollo de sepsis grave
representados en funcién de los Odds ratio y sus intervalos de confianza

Tabla 24. 0dds ratio, Intervalo de confianza y p-valor de las variables del
modelo éptimo.

Odds Ratio 2,5% 97,5% p-valor

miR-486 0,14487 0,03261 0,65252 0,01187

miR-499a 5,51856 1,64665 18,49482 0,00564
Tabaquismo 3,09798 0,84982 11,29342 0,08664

Urea 1,01650 0,99549 1,037949 0,12442

PCR 1,01272 097221 1,05493 0,54374

Lactato 1,89631 1,28162 2,8058 0,00137

Fracaso renal agudo 5,45878 1,44192 14,6657 0,01246

Como bien puede apreciarse, el miR-486 desempefiaria un papel
protector, mientras que el miR-499a, el Lactato y el Fracaso renal agudo
serian factores de riesgo, incrementando la probabilidad de desarrollar
sepsis grave a mayor expresion o al estar presente la comorbilidad (en el

caso del fracaso renal agudo).
En el apartado 4.2.1.3,, en el que se analiz6 el papel prondstico de los
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microRNAs para las variables seleccionadas, sin tener en cuenta las
variables clinicas, ya aparecieron el miR-486 y el miR-499a como
estadisticamente significativos. El hecho de que al forzar un andlisis con
muchas mas variables sigan saliendo ambos, sin ser enmascarados por
otras variables que bien podrian tener mas peso a priori, no hace sino
apoyar la robustez y la fiabilidad de estos microRNAs y del modelo. Como
ya se ha comentado, mientras que la expresién del miR-486 indicaria una
baja probabilidad de que el paciente desarrolle una sepsis grave, la
sobreexpresion del miR-499a, advertiria una mayor probabilidad de que el

paciente desarrollara dicha complicacion.

Modelo predictivo de microRNAs + clinica
para desarrollo de hipoxemia

Finalmente, y del mismo modo que se ha comentado para el andlisis de
la evolucidn, al proceder al andlisis de las variables del estudio frente a la
variable “Hipoxemia”, el algoritmo no fue capaz de dar un modelo 6ptimo
debido a la multitud de interacciones. Es por ello por lo que se decidi6
omitir de dicho analisis las variables “Disnea” e “Insuficiencia respiratoria”,
ambas variables estrechamente asociadas a la hipoxemia, siendo la
primera un sintoma que a menudo se asocia a esta complicacién y la
segunda el resultado de la hipoxemia. De manera que quedara de la

siguiente manera:

Influencia de... ... Sobre:

miR486 + miR182 + miR150 + miR342 +
miR223 + miR499a, miR122 + miR15a +

mir574 + miR297 + Edad + Sexo, DIEFALHOIEAY
Tabaquismo + Alcohol + EPOC + Asma + DE HIPOXEMIA
Arritmia + Urea + PCR + Lactato + Fracaso
Renal Agudo

Figura 33. Variables clinicas y microRNAs vs. desarrollo de hipoxemia

143



De este modo, el modelo 6ptimo de prediccién para el desarrollo de

hipoxemia fue el compuesto por las Variables| miR-122, miR-574, miR-

|297, Tabaquismo, PCRy Lactato|.

Tabla 25. Regresion logistica del modelo dptimo para la prediccién del

desarrollo de hipoxemia en funcién de la expresién o no de los microRNA y las
variables clinicas seleccionadas.

Estimate std. Error p-valor
miR-122 0,87156 0,52517 0,09700
miR-574 -0,83885 0,41876 0,04523
miR-297 1,16774 0,46240 0,01156

Tabaquismo 0,97645 0,54317 0,07222
PCR 0,01024 0,01312 0,43535
Lactato 0,38594 0,16492 0,01927

No obstante, como en los anteriores apartados, el criterio de seleccion
AIC aplicado en las regresiones logisticas no contempla la significatividad
de los componentes del modelo, por lo que, si atendemos a dicho
parametro, tal y como se refleja en la tabla anterior, tan sélo serian

significativos el mir-574, el miR-297 y el Lactato.

Representando graficamente los resultados anteriores, en funciéon de
los Odds ratios de las variables, asi como de sus intervalos de confianza,
obtenemos los resultados siguientes:

microRNAs + clinica vs Hipoxemia

Lactato = ——
PCR .
Tabaquismo = t *

miR-297 = t e

miR-574 = —o—

miR-122 = ' g
L 1 1 1 1 L} 1 L} 1 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

0Odds Ratio

Figura 34. Grdfico que recoge de los resultados del modelo éptimo para la
prediccion mediante microRNAs y variables clinicas del desarrollo de hipoxemia,
representados en funcién de los Odds ratio y sus intervalos de confianza
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Tabla 26. Odds ratio, Intervalo de confianza y p-valor de las variables del
modelo éptimo.

Odds Ratio 2,5% 97,5% p-valor
miR-122 2,39063  0,85406 6,69172  0,09700
miR-574 0,43233 0,19027 0,98234 0,04523
miR-297 3,21473 1,29881 7,95689 0,01156

Tabaquismo 2,65502  0,91564  7,6986 0,07222
PCR 1,01028  0,98464 1,03661  0,43535
Lactato 1,47100 1,06471 2,03233 0,01927

De este modo, mientras que el miR-574 seria un factor protector, al
estar su expresion relacionada de manera significativa con la no hipoxemia,
sucederia lo contrario con el miR-297 y el Lactato. En ambos casos, se
trataria de factores de riesgo, estando significativamente relacionadas con

el desarrollo de la hipoxemia en la NAC.

Aligual que sucedia en el caso de la sepsis, ambos microRNAs (miR-574
y miR-297) resultaron significativos en el modelo inicial, desarrollado en
el apartado 4.2.1.4., en el que no se tenian en cuenta las variables clinicas.
De nuevo, esto no hace sino reforzar el hecho de que estos microRNAs son

buenos predictores del desarrollo de la hipoxemia.

Sintesis de los modelos obtenidos tras el
analisis cualitativo y la clinica

Una vez vistos los apartados anteriores, puede afirmarse que la
robustez de los modelos obtenidos serd mayor cuanto mayor ntimero de
variables tenga en cuenta. Como se ha comentado, para el caso del
desarrollo de sepsis y de hipoxemia, los mismos microRNAs cuya expresion
0 “no expresion” resulto ser significativa sin tener en cuenta las variables
clinicas, lo fueron al tenerlas. Por otro lado, para la prediccion del grupo de

riesgo PSI V-V, asi como de la evolucidn desfavorable, los modelos 6ptimos
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obtenidos al tener en cuenta las variables clinicas no tuvieron en cuenta
alguno de los microRNAs que anteriormente si que incorporaban. Como se
ha indicado en lineas anteriores, esto es debido a que, al incrementar las
variables a tener en cuenta, puede suceder que alguna de ellas tenga mas
peso a la hora de predecir que ciertos microRNAs que, a priori (y sin tener

en cuenta la clinica), parecian tener gran peso.

No obstante, para ilustrar todo lo anterior de manera muy simple y
clara, se adjunta a continuacién una figura en la que se resumen los

resultados tras el andlisis cualitativo de los microRNAs y la clinica:

L miR-574 Alta probabilidad de
clasificar en grupo PSIIV-V
1 miR-182 .-
i aoo Alta probal.)llldad
— — de evolucionar
o desfavorablemente
No asmatico
! miR-486
T miR-499a
Paciente recién ingresado por NAC
Alta probabilidad de
1 miR-574 desarrollo de sepsis

1 miR-297 Alta probabilidad de
desarrollo de hipoxemia

| eeets

Figura 35. Resumen de los resultados hasta el momento. Se muestra un
paciente hipotético al que, tras estudiar la expresion o no de los microRNAs
indicados, asi como teniendo en cuenta una serie de pardmetros clinicos, se le
podria dar un tratamiento mds dirigido en funcion a las complicaciones que tenga
mds probabilidades de sufrir.
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4.3. Analisis cuantitativo de la

expresion de los microRNAS

En el apartado anterior se llevo a cabo el andlisis cualitativo de los
microRNAs frente a las variables dependientes seleccionadas en este
estudio, teniendo en cuenta de este modo la expresion o no del microRNA

y analizando las posibles relaciones de este hecho.

En los siguientes apartados se llevara a cabo el andlisis de los datos
obtenidos esta vez teniendo en cuenta el valor de expresiéon de cada
paciente, para cada uno de los microRNAs seleccionados, frente a las
variables dependientes vistas anteriormente, es decir, la escala de
gravedad, la evolucion, el desarrollo de sepsis o la hipoxemia. Dado que los
grupos muestrales no siguen una distribucién de datos normales, el test
seleccionado para llevar a cabo el analisis cuantitativo mencionado fue la
prueba U de Mann Whitney para muestras independientes y no

paramétricas.

MicroRNAs vs. escala de gravedad

Del mismo modo que se hizo de manera cualitativa, comparando la
expresion o no de microRNAs, tal y como se ha explicado anteriormente, el
siguiente andlisis fue comparar los valores numéricos de la expresion de
cada microRNA con las diferentes variables de estudio. En concreto, en el
presente subapartado se estudiara la existencia de relaciones
significativas entre estos valores numéricos y su clasificacion en una u otra
escala de gravedad, teniendo en cuenta los datos de los pacientes

participantes.

Para ello se utiliz6 la prueba U de Mann Whitney, cuyo valor de

significaciéon estadistica se encuentra adjunto en las figuras que se
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muestran en las paginas siguientes, considerandose significatividad

siempre que el p-valor sea inferior a 0.05.

miR- 486 vs escala de gravedad

"
2-
" N 84 104
Media 2,246 1,816
" SEM 0,228 0,203
S 4' SEM: Standard error of the mean
> o
Q Q‘b

Figura 36. Expresién del miR-486 frente a la variable escala de riesgo
(izquierda) y tabla de la n muestral, la media y de la desviacién estdndar de la
media del valor de cada microRNA en cada grupo de riesgo (derecha). La prueba
estadistica utilizada cuyo valor de significacion se muestra en el grdfico fue la U
de Mann-Whitney para muestras independientes.

miR-182 vs escala de gravedad

0.15-
0.10
0.05- N 19 29

Media 0,059 0,094

SEM 0,014 0,036
\\>\' SEM: Standard error ofthe mean
S
Q"o

Figura 37. Expresién del miR-182 frente a la variable escala de riesgo
(izquierda) y tabla de la n muestral, la media y de la desviacién estdndar de la
media del valor de cada microRNA en cada grupo de riesgo (derecha). La prueba
estadistica utilizada cuyo valor de significacién se muestra en el grdfico fue la U
de Mann-Whitney para muestras independientes.
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miR-150 vs escala de gravedad

0.6
N 84 89
= Media 0,566 0,557
0.04 SEM 0,127 0,136
) 4'4' SEM: Standard error of the mean
&

Figura 38. Expresién del miR-150 frente a la variable escala de riesgo
(izquierda) y tabla de la n muestral, la media y de la desviacion estdndar de la
media del valor de cada microRNA en cada grupo de riesgo (derecha). La prueba
estadistica utilizada cuyo valor de significacion se muestra en el grdfico fue la U
de Mann-Whitney para muestras independientes.

miR-342 vs escala de gravedad

0.4-
0.3
02 N 12 11
0.1- Media 0,076 0,225
. 0__i SEM 0,029 0,192
’ N '4' SEM: Standard error ofthe mean
& Q%\\A

Figura 39. Expresién del miR-342 frente a la variable escala de riesgo
(izquierda) y tabla de la n muestral, la media y de la desviacion estdndar de la
media del valor de cada microRNA en cada grupo de riesgo (derecha). La prueba
estadistica utilizada cuyo valor de significacién se muestra en el grdfico fue la U
de Mann-Whitney para muestras independientes.
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miR-223 vs escala de riesgo
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Figura 40. Expresién del miR-223 frente a la variable escala de riesgo
(izquierda) y tabla de la n muestral, la media y de la desviacion estdndar de la
media del valor de cada microRNA en cada grupo de riesgo (derecha). La prueba
estadistica utilizada cuyo valor de significacion se muestra en el grdfico fue la U
de Mann-Whitney para muestras independientes.

miR-499a vs escala de gravedad
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Figura 41. Expresién del miR-499a frente a la variable escala de riesgo
(izquierda) y tabla de la n muestral, la media y de la desviacién estdndar de la
media del valor de cada microRNA en cada grupo de riesgo (derecha). La prueba
estadistica utilizada cuyo valor de significacién se muestra en el grdfico fue la U
de Mann-Whitney para muestras independientes.
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miR-122 vs escala de gravedad
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Media 0,829 0,432
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Figura 42.

SEM: Standard error of the mean

Expresién del miR-122 frente a la variable escala de riesgo

(izquierda) y tabla de la n muestral, la media y de la desviacion estdndar de la
media del valor de cada microRNA en cada grupo de riesgo (derecha). La prueba
estadistica utilizada cuyo valor de significacién se muestra en el grdfico fue la U
de Mann-Whitney para muestras independientes.

miR-15a vs escala de riesgo
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Figura 43. Expresién del miR-15a frente a la variable escala de riesgo

(izquierda) y tabla de la n muestral, la media y de la desviacién estdndar de la
media del valor de cada microRNA en cada grupo de riesgo (derecha). La prueba
estadistica utilizada cuyo valor de significacién se muestra en el grdfico fue la U
de Mann-Whitney para muestras independientes.
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Figura 44. Expresién del miR-574 frente a la variable escala de riesgo

(izquierda) y tabla de la n muestral, la media y de la desviacion estdndar de la
media del valor de cada microRNA en cada grupo de riesgo (derecha). La prueba
estadistica utilizada cuyo valor de significacién se muestra en el grdfico fue la U
de Mann-Whitney para muestras independientes.
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Figura 45. Expresién del miR-291 frente a la variable escala de riesgo

(izquierda) y tabla de la n muestral, la media y de la desviacidn estdndar de la

media del valor de cada microRNA en cada grupo de riesgo (derecha). La prueba

estadistica utilizada cuyo valor de significacién se muestra en el grdfico fue la U

de Mann-Whitney para muestras independientes.
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Como puede apreciarse al observar las figuras anteriores, tres de los
microRNAs estudiados mostraron un p-valor inferior a 0,05, por lo que
mostraron una relaciéon estadisticamente significativa a la hora de
clasificar a los pacientes en un grupo de riesgo u otro. Estos microRNAs
fueron el miR-486 (Figura 36), el miR-223 (Figura 40) y el miR-15a (Figura
43). Sise observan las figuras anteriores, en los tres casos el aumento de
la expresién de estos tres microRNAs estaria relacionado de manera
significativa con la clasificacion en el grupo de riesgo mas leve (PSI [-11I),
mientras que la disminucidn clasificaria significativamente a los casos a

priori mas graves, y por tanto en el grupo de riesgo PSI [V-V.

Con el fin de determinar el valor prondstico de los tres microRNAs que
dieron resultados significativos, el siguiente paso fue realizar un estudio
con curvas ROC. En estas curvas se representa la sensibilidad en funciéon
de los falsos positivos (complementario de la especificidad) para distintos
puntos de corte, y se mide el area bajo la curva (AUC), de manera que segin
este valor el test es considerado malo (si AUC [0,5-0.6[ ), regular (si AUC
[0,6-0,75][ ), bueno (si AUC [0,75-0,9] ), muy bueno (si AUC [0,9-0,97[ ) o
excelente (si AUC[0,97-1] ). A continuacién, se muestran las curvas ROC de

los microRNAs significativos.
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Figura 46. Representacion de la expresién de miR-486 frente a la variable
“escala de riesgo” en funcién de la media y la SEM (izquierda), y curva ROC de esta
(derecha).
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Como se aprecia en la Figura 46, parece existir una relaciéon
estadisticamente significativa entre niveles de expresiéon bajos del miR-
486 y la clasificacidn de los pacientes en el grupo de mayor riesgo (PSI IV-
V). Si se observa el area bajo la curva de este microRNA, es de 0,613, lo que
supone que existe un 61,3% de probabilidad de predecir o clasificar en el
grupo de riesgo correcto. Teniendo en cuenta los valores consenso

indicados anteriormente se trataria de un test regular.
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Figura 47. Representacion de la expresién de miR-223 frente a la variable
“escala de riesgo” en funcién de la media y la SEM (izquierda), y curva ROC de esta
(derecha).

En el caso de miR-223, la relacion entre la expresion y la clasificacion
en un grupo de riesgo u otro es la misma que en el caso anterior: niveles
inferiores de expresion estarian relacionados significativamente con la
clasificacién en el grupo de riesgo IV-V. En este caso, el valor del area bajo
la curva fue de 0,651, lo que supondria un 65,1% de probabilidad de
acierto a la hora de clasificar en un grupo de riesgo u otro. Del mismo modo
que el miR-486, se trata de un test regular, si bien de mayor prediccion que

este, pues el porcentaje es ligeramente mas elevado.
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Figura 48. Representacién de la expresién de miR-15a frente a la variable
“escala de riesgo” en funcién de la media y la SEM (izquierda), y curva ROC de esta
(derecha).

Por ultimo, de nuevo para el miR-15ala relacién entre expresién/grupo
de riesgo seria la misma que para el caso anterior: menores niveles de
expresion se relacionarian con el grupo de mayor riesgo, si bien las
desviaciones estandar de la media en este caso son mayores en ambos
grupos. Si se observa el area bajo la curva de miR-15a, el valor resultante
es de 0,589, o lo que es lo mismo, una capacidad predictiva del 58,9% de
los casos. Se trataria del resultado mas bajo en comparacién con los
anteriores, y por tanto de menor capacidad de prediccion. Ademas,
teniendo en cuenta el que el valor obtenido es inferior a 0,6, se trata de un

test considerado malo.

MicroRNAs vs. evolucidén

Del mismo modo que en el apartado anterior, el siguiente analisis de la
expresion de los microRNAs fue frente a la variable evolucidn, entendiendo
como desfavorable aquellos pacientes que en su ingreso sufrieron
complicaciones o muerte. La hipotesis nula planteada fue que la
distribucion de los valores de expresion de los microRNAs seleccionados

era la misma entre las dos categorias de estudio (evolucion favorable y
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evolucion desfavorable), siendo esta rechazada para los p-valores

inferiores al 0,05. A continuacion se muestran los resultados obtenidos.

miR-486 vs. evolucion
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Figura 49. Expresién del miR-486 frente a la variable evolucidn (izquierda) y
tabla de la n muestral, la media y de la desviacion estdndar de la media del valor
de cada microRNA en cada grupo de riesgo (derecha). La prueba estadistica
utilizada cuyo valor de significacion se muestra en el grdfico fue la U de Mann-
Whitney para muestras independientes.

miR-182 evolucion
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Figura 50. Expresion del miR-182 frente a la variable evolucién (izquierda)
y tabla de la n muestral, la media y de la desviacién estdndar de la media del
valor de cada microRNA en cada grupo de riesgo (derecha). La prueba estadistica
utilizada cuyo valor de significacion se muestra en el grdfico fue la U de Mann-
Whitney para muestras independientes.
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miR-150 vs. evolucion
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Figura 51. Expresion del miR-150 frente a la variable evolucion (izquierda)
y tabla de la n muestral, la media y de la desviacidon estdndar de la media del
valor de cada microRNA en cada grupo de riesgo (derecha). La prueba estadistica
utilizada cuyo valor de significacion se muestra en el grdfico fue la U de Mann -
Whitney para muestras independientes.
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Figura 52. Expresion del miR-342 frente a la variable evolucion (izquierda) y
tabla de la n muestral, la media y de la desviacién estdndar de la media del valor
de cada microRNA en cada grupo de riesgo (derecha). La prueba estadistica
utilizada cuyo valor de significacion se muestra en el grdfico fue la U de Mann-
Whitney para muestras independientes.
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miR-223 vs. evolucién
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Figura 53. Expresion del miR-223 frente a la variable evolucion (izquierda) y
tabla de la n muestral, la media y de la desviacién estdndar de la media del valor
de cada microRNA en cada grupo de riesgo (derecha). La prueba estadistica
utilizada cuyo valor de significacion se muestra en el grdfico fue la U de Mann-
Whitney para muestras independientes.
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Figura 54. Expresion del miR-499a frente a la variable evolucidn (izquierda) y
tabla de la n muestral, la media y de la desviacién estdndar de la media del valor
de cada microRNA en cada grupo de riesgo (derecha). La prueba estadistica
utilizada cuyo valor de significacion se muestra en el grdfico fue la U de Mann-
Whitney para muestras independientes.
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miR-122 vs. evolucion
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Figura 55. Expresién del miR-122 frente a la variable evolucion (izquierda) y
tabla de la n muestral, la media y de la desviacién estdndar de la media del valor
de cada microRNA en cada grupo de riesgo (derecha). La prueba estadistica
utilizada cuyo valor de significacion se muestra en el grdfico fue la U de Mann-
Whitney para muestras independientes.
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Figura 56. Expresion del miR-15a frente a la variable evolucion (izquierda) y
tabla de la n muestral, la media y de la desviacion estdndar de la media del valor
de cada microRNA en cada grupo de riesgo (derecha). La prueba estadistica
utilizada cuyo valor de significacion se muestra en el grdfico fue la U de Mann-
Whitney para muestras independientes.
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miR-574 vs. evolucion
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Figura 57. Expresiéon del miR-574 frente a la variable evolucion (izquierda) y
tabla de la n muestral, la media y de la desviacién estdndar de la media del valor
de cada microRNA en cada grupo de riesgo (derecha). La prueba estadistica
utilizada cuyo valor de significacion se muestra en el grdfico fue la U de Mann-
Whitney para muestras independientes.
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Figura 58. Expresion del miR-297 frente a la variable evolucion (izquierda) y
tabla de la n muestral, la media y de la desviacion estdndar de la media del valor
de cada microRNA en cada grupo de riesgo (derecha). La prueba estadistica
utilizada cuyo valor de significacion se muestra en el grdfico fue la U de Mann-
Whitney para muestras independientes.
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Como puede observarse en las figuras anteriores, para ninguno de los
microRNAs seleccionados en el estudio se obtiene un p-valor significativo
que permita rechazar la hip6tesis nula planteada y, de este modo, afirmar
la relacién entre sus niveles de expresion y su capacidad para pronosticar

la evolucion del paciente.

MicroRNAs vs. sepsis grave

El siguiente andlisis llevado a cabo fue el de los niveles de expresion de
los microRNAs del estudio, clasificados en funcién del desarrollo de sepsis
grave, o no. Del mismo modo que en los apartados anteriores, 1a hipdtesis
nula fue que tanto para los pacientes que desarrollaron sepsis grave como
para los que no, el valor de expresion de los microRNAs era el mismo. De
este modo, para aquellos microRNAs cuyo p-valor fue inferior a 0,05 segin
la prueba U de Mann Whitney, la hip6tesis nula seria rechazada. Los

resultados obtenidos se recopilan a lo largo de las siguientes paginas.
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Figura 59. Expresion del miR-486 frente a la variable sepsis grave (izquierda)
y tabla de la n muestral, la media y de la desviacién estdndar de la media del valor
de cada microRNA en cada grupo de riesgo (derecha). La prueba estadistica
utilizada cuyo valor de significacion se muestra en el grdfico fue la U de Mann -
Whitney para muestras independientes.
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miR-182 vs. sepsis grave
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Figura 60. Expresion del miR-182 frente a la variable sepsis grave (izquierda)
y tabla de la n muestral, la media y de la desviacién estdndar de la media del valor
de cada microRNA en cada grupo de riesgo (derecha). La prueba estadistica

utilizada cuyo valor de significacion se muestra en el grdfico fue la U de Mann-
Whitney para muestras independientes.

miR-150 vs. sepsis grave
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Figura 61. Expresion del miR-150 frente a la variable sepsis grave (izquierda)
y tabla de la n muestral, la media y de la desviacion estandar de la media del valor
de cada microRNA en cada grupo de riesgo (derecha). La prueba estadistica

utilizada cuyo valor de significacion se muestra en el grdfico fue la U de Mann-
Whitney para muestras independientes.
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miR-342 vs. sepsis grave
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Figura 62. Expresion del miR-342 frente a la variable sepsis grave (izquierda)
y tabla de la n muestral, la media y de la desviacién estdndar de la media del valor
de cada microRNA en cada grupo de riesgo (derecha). La prueba estadistica
utilizada cuyo valor de significacion se muestra en el grdfico fue la U de Mann-
Whitney para muestras independientes.

miR-223 vs. sepsis grave
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Figura 63. Expresiéon del miR-223 frente a la variable sepsis grave
(izquierda) y tabla de la n muestral, la media y de la desviacion estdndar
de la media del valor de cada microRNA en cada grupo de riesgo (derecha).
La prueba estadistica utilizada cuyo valor de significacién se muestra en el
grdfico fue la U de Mann-Whitney para muestras independientes.
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miR-499a vs. sepsis grave
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Figura 64. Expresion del miR-499a frente a la variable sepsis grave (izquierda)
y tabla de la n muestral, la media y de la desviacién estdndar de la media del valor
de cada microRNA en cada grupo de riesgo (derecha). La prueba estadistica
utilizada cuyo valor de significacion se muestra en el grdfico fue la U de Mann-
Whitney para muestras independientes.

miR-122 vs. sepsis grave
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Figura 65. Expresion del miR-122 frente a la variable sepsis grave (izquierda)
y tabla de la n muestral, la media y de la desviacién estdndar de la media del valor
de cada microRNA en cada grupo de riesgo (derecha). La prueba estadistica
utilizada cuyo valor de significacion se muestra en el grdfico fue la U de Mann-
Whitney para muestras independientes.
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miR-15a vs. sepsis grave
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Figura 66. Expresion del miR-15a frente a la variable sepsis grave (izquierda)
y tabla de la n muestral, la media y de la desviacién estdndar de la media del
valor de cada microRNA en cada grupo de riesgo (derecha). La prueba estadistica
utilizada cuyo valor de significacion se muestra en el grdfico fue la U de Mann -
Whitney para muestras independientes.

miR-574 vs. sepsis grave
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Figura 67. Expresion del miR-574 frente a la variable sepsis grave (izquierda)
y tabla de la n muestral, la media y de la desviacion estdndar de la media del valor
de cada microRNA en cada grupo de riesgo (derecha). La prueba estadistica
utilizada cuyo valor de significacion se muestra en el grdfico fue la U de Mann-
Whitney para muestras independientes.
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Figura 68. Expresiéon del miR-297 frente a la variable sepsis grave (izquierda)
y tabla de la n muestral, la media y de la desviacion estdndar de la media del valor
de cada microRNA en cada grupo de riesgo (derecha). La prueba estadistica
utilizada cuyo valor de significacion se muestra en el grdfico fue la U de Mann-
Whitney para muestras independientes.

Tal y como puede apreciarse al observar las figuras anteriores, en las
que se ha analizado la distribucién de los niveles de expresién de los
microRNAs seleccionados entre las dos categorias asignadas (sepsis grave
“NO” y sepsis grave “SI”), hay tres pruebas cuyo p-valor es inferior a 0,05.
Es el caso del miR-182 (Figura 60), el miR-122 (Figura 65) y el miR-574
(Figura 67), cuyos resultados permitirian rechazar la hipotesis nula (es
decir, que la expresion del microRNA es la misma para ambas categorias
asignadas), siendo por tanto significativos a la hora de predecir la sepsis

en los pacientes con NAC.

Del mismo modo que se procedi6 en el caso de los microRNAs que
resultaron significativos a la hora de clasificar para una u otra escala de
gravedad, con el fin de determinar el poder de prediccion de miR-182, miR-

122 y de miR-574, se llevaron a cabo las curvas ROC de los mismos.
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Figura 69. Representacion de la expresién de miR-182 frente a la variable
“sepsis grave” en funcién de la media y la SEM (izquierda), y curva ROC de esta
(derecha).

En la figura superior se muestran los niveles de expresion del miR-182
en funcién de si los pacientes desarrollaron sepsis o no. Se aprecia como
los niveles de expresion mas elevados estarian relacionados
significativamente con casos sin sepsis, mientras que los inferiores se
asociarian al desarrollo de sepsis. En cuanto al valor predictivo de este
microRNA, y observando para determinarlo la curva ROC adyacente, el
area descrita bajo la curva tendria un valor de 0,762. Dado que este dato
es superior a 0,75, podria afirmarse que el miR-182 es un buen predictor

de la sepsis en pacientes con NAC.

Otro de los microRNAs que describié una relacién significativa entre
sus niveles de expresion y el desarrollo de sepsis fue el miR-122. En este
caso, tal y como se observa en la figura que se muestra en las siguientes
lineas, también se asociaria la baja expresién a la sepsis, tal y como ocurria
en el caso del miR-182. No obstante, la curva ROC de este microRNA define
un area bajo la curva de 0,627, lo que equivaldria a una capacidad
predictiva del 62,7%. Teniendo en cuenta el valor asignado al test en
funcion de dicha area, en este caso el miR-122 seria considerado como un

test regular, al estar ésta entre 0,65y 0,75.
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Figura 70. Representacién de la expresién de miR-122 frente a la variable
“sepsis grave” en funcion de la media y la SEM (izquierda), y curva ROC de esta

(derecha).

Por ultimo, en cuanto al miR-574, cuya curva ROC se muestra en la
Figura 71, el area bajo la curva fue de 0,713, o lo que es lo mismo, un 71,3%
de probabilidad de acertar a la hora de predecir si el paciente con NAC
desarrollara sepsis grave o no. Si bien el test también seria catalogado
como regular (al ser el area inferior a 0,76), el miR-574 tendria un valor de

prediccion superior 9 puntos superior al del miR-122.
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Figura 71. Representacién de la expresién de miR-574 frente a la variable

“sepsis grave” en funcién de la media y la SEM (izquierda), y curva ROC de esta
(derecha).

168



MicroRNAs vs. hipoxemia

La ultima de las cuatro variables principales del estudio fue la
hipoxemia. Del mismo modo que se procedi6 en los apartados anteriores,
la hipotesis nula planteada fue, en este caso, que la distribucion de los
valores de expresion de los microRNAs seleccionados fue la misma entre

las categorias asignadas (Pa02/Fi02>250 o Pa02/Fi02<250).

La prueba estadistica utilizada fue la U de Mann Whitney, ya que como
se comento, los datos no seguian una distribucién normal, y tan sélo los p-
valores resultantes de esta prueba inferiores a 0,05 se tomaron como

estadisticamente significativos, permitiendo rechazar la hipétesis nula.

Los resultados entre los niveles de expresion de los microRNAs del
estudio y su distribucién para la variable hipoxemia se muestran en las
siguientes figuras.

Q

miR-486 vs. hipoxemia
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Figura 72. Expresién del miR-486 frente a la variable hipoxemia (izquierda) y
tabla de la n muestral, la media y de la desviacion estdndar de la media del valor
de cada microRNA en cada grupo de riesgo (derecha). La prueba estadistica
utilizada cuyo valor de significacion se muestra en el grdfico fue la U de Mann-
Whitney para muestras independientes.
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miR-182 vs. hipoxemia
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Figura 73. Expresion del miR-182 frente a la variable hipoxemia (izquierda) y
tabla de la n muestral, la media y de la desviacion estdndar de la media del valor
de cada microRNA en cada grupo de riesgo (derecha). La prueba estadistica
utilizada cuyo valor de significacion se muestra en el grdfico fue la U de Mann-
Whitney para muestras independientes.
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Figura 74. Expresién del miR-150 frente a la variable hipoxemia (izquierda) y
tabla de la n muestral, la media y de la desviacién estdndar de la media del valor
de cada microRNA en cada grupo de riesgo (derecha). La prueba estadistica
utilizada cuyo valor de significacion se muestra en el grdfico fue la U de Mann-
Whitney para muestras independientes.
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miR-342 vs. hipoxemia
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Figura 75. Expresion del miR-342 frente a la variable hipoxemia (izquierda) y
tabla de la n muestral, la media y de la desviacion estdndar de la media del valor
de cada microRNA en cada grupo de riesgo (derecha). La prueba estadistica
utilizada cuyo valor de significacion se muestra en el grdfico fue la U de Mann-
Whitney para muestras independientes.
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Figura 76. Expresién del miR-223 frente a la variable hipoxemia (izquierda) y
tabla de la n muestral, la media y de la desviacion estdndar de la media del valor
de cada microRNA en cada grupo de riesgo (derecha). La prueba estadistica
utilizada cuyo valor de significacion se muestra en el grdfico fue la U de Mann-
Whitney para muestras independientes.
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miR-499a vs. hipoxemia
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Figura 77. Expresion del miR-499a frente a la variable hipoxemia (izquierda)
y tabla de la n muestral, la media y de la desviacion estdndar de la media del valor
de cada microRNA en cada grupo de riesgo (derecha). La prueba estadistica
utilizada cuyo valor de significacion se muestra en el grdfico fue la U de Mann-
Whitney para muestras independientes.

miR-122 vs. hipoxemia
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Figura 78. Expresién del miR-122 frente a la variable hipoxemia (izquierda) y
tabla de la n muestral, la media y de la desviacién estdndar de la media del valor
de cada microRNA en cada grupo de riesgo (derecha). La prueba estadistica
utilizada cuyo valor de significacion se muestra en el grdfico fue la U de Mann-
Whitney para muestras independientes.
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miR-15a vs. hipoxemia

L p=0,678
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SEM 0,135 0,17
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Figura 79. Expresion del miR-15a frente a la variable hipoxemia (izquierda) y
tabla de la n muestral, la media y de la desviacion estdndar de la media del valor
de cada microRNA en cada grupo de riesgo (derecha). La prueba estadistica
utilizada cuyo valor de significacion se muestra en el grdfico fue la U de Mann-
Whitney para muestras independientes.

miR-574 vs. hipoxemia
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Figura 80. Expresién del miR-574 frente a la variable hipoxemia (izquierda) y
tabla de la n muestral, la media y de la desviacion estdndar de la media del valor
de cada microRNA en cada grupo de riesgo (derecha). La prueba estadistica
utilizada cuyo valor de significacion se muestra en el grdfico fue la U de Mann-
Whitney para muestras independientes.
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Figura 81. Expresion del miR-297 frente a la variable hipoxemia (izquierda) y
tabla de la n muestral, la media y de la desviacién estdndar de la media del valor
de cada microRNA en cada grupo de riesgo (derecha). La prueba estadistica
utilizada cuyo valor de significacion se muestra en el grdfico fue la U de Mann-
Whitney para muestras independientes.

Tras observar las figuras anteriores, se aprecia que el p-valor del miR-
150 frente a la hipoxemia es inferior a 0,05, lo que permite rechazar la
hipotesis nula y confirmar la existencia de una relacién significativa entre
los niveles de este microRNA y la variable objetivo de este apartado.
Concretamente, la distribucién representada en la Figura 74 demostraria
la existencia de una relacion estadisticamente significativa entre la
disminucién de la expresion de miR-150 y el desarrollo de hipoxemia.
Siguiendo el mismo procedimiento que en los apartados anteriores, para
estimar el valor predictivo de los microRNAs significativos para las
variables de estudio, en este caso la hipoxemia, se llevd a cabo el analisis
de las curvas ROC, cuyo resultado se muestra en la Figura 82. Analizando
esta figura, se aprecia que la hipoxemia estaria asociada de manera
significativa con niveles bajos de expresiéon de miR-150. Teniendo en
cuenta la curva ROC de este analisis, el area bajo la curva definida seria de

0,629, es decir, un 62,9% de capacidad predictiva, lo que definiria a miR-
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150 como un microRNA con valor predictivo regular en cuanto al

desarrollo de hipoxemia de los pacientes con NAC.

ROC curve: ROC of miR-150
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Figura 82. Representacion de la expresién de miR-150 frente a la variable

“hipoxemia” en funcién de la media y la SEM (izquierda), y curva ROC de esta
(derecha).

Sintesis de los resultados
obtenidos tras el analisis cuantitativo
de los resultados

Como se ha visto a lo largo de los apartados anteriores, para la mayoria
de las variables estudiadas se ha encontrado alguna relacién
estadisticamente significativa entre la misma, y el valor numérico de

expresion de cada uno de los pacientes del estudio.

En algunos de los casos han sido mas de una las relaciones encontradas,
si bien como también se ha visto, mediante las curvas ROC se ha podido

establecer la mayor sensibilidad de prediccion de cada una de dichas

relaciones.

Con el fin de ilustrar los resultados obtenidos de lo que se ha

denominado estudio cualitativo, bajo las lineas siguiente se adjunta la
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Figura 83, en la que pueden apreciarse los microRNAs cuyo mayor o menor
valor de expresion estaria significativamente relacionado con alguna de las

variables de estudio.
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Figura 83. Resumen de los resultados a partir de los valores de expresién de los
microRNAs. Se muestra un paciente hipotético al que, tras estudiar la expresion de
los microRNAs indicados sin tener en cuenta mds pardmetros clinicos, se le podria
dar un tratamiento mds dirigido en funcién a las complicaciones que tenga mds
probabilidades de sufrir.

Como se deduce de la imagen anterior, y como ya se ha comentado en
su apartado correspondiente, los grupos de pacientes cuya puntuacién en
la escala de gravedad PSI los clasificé dentro del grupo PSI V-V (de mayor
riesgo), presentaban valores de expresion significativamente inferiores a

los que clasificaron en el grupo PSI I-11], para los microRNAs miR-486, miR-

223 y miR-15a.

El estudio de la evolucion desfavorable a partir de los datos de

expresion de los microRNAs, por el contrario, no ha permitido obtener
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ninguna relacidn significativa directa a través de este analisis, por lo que

no permitiria enriquecer los resultados de los analisis cualitativos.

No sucede lo mismo en el caso del estudio de la variable sepsis ni de la
hipoxemia. En ambos casos se han encontrado relaciones significativas
entre los valores numéricos de expresion de los pacientes pertenecientes a
un grupo u otro. Para la sepsis, los pacientes que a lo largo de su estancia
hospitalaria la desarrollaron, presentarian unos valores significativamente
inferiores a los que no lo hicieron de los microRNAs miR-182 y miR-122,
mientras que el miR-574 estaria, por el contrario, sobreexpresado. Por otro
lado, en los pacientes que desarrollaron hipoxemia, seria el miR-150 el
que estaria infraexpresado significativamente, frente al valor que

muestran los pacientes que no desarrollaron dicha complicacién.

4.4.Compilacién de los

resultados (cualitativo +
cuantitativo + clinica)

Tal y como se ha realizado en los apartados anteriores para simplificar
la comprension de los resultados a los que se ha llegado tras los diferentes
anadlisis de los datos con los que se ha contado para la realizacién del
presente trabajo, se ha elaborado la Figura 84, en la que se resume todo lo

obtenido tras tratamiento de estos datos.

En dicha figura quedaria resumido lo que seria el perfil de un paciente
tipo que tendria mayor probabilidad a desarrollar alguna de las variables
de estudio, como podria ser la evolucién, el desarrollo de sepsis o la
hipoxemia, teniendo en cuenta los resultados que se han obtenido durante

la realizacion de este trabajo.
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RESULTADOS

Es importante entender los resultados de los diferentes analisis como
informacién que se complementa y se enriquece, y que permitiria afinar
mas el perfil de un paciente diagnosticados con NAC durante las primeras
horas de ingreso, con el fin de anticiparse a las posibles complicaciones a

las que estaria predispuesto segun su perfil de microRNAs.
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Figura 84. Resultados finales tras combinar la informacidon obtenida tanto
de los andlisis cuantitativos, como de los modelos cualitativos resultantes
de analizar las variables frente a los microRNAs y los datos clinicos
seleccionados.
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5.

Discusion



5.1.Necesidad de nuevos

biomarcadores: ;Qué aportan
los microRNASs?

Nuestro trabajo demuestra que el uso de biomarcadores basados en la
determinacion de la expresion de distintos microRNAs puede predecir
complicaciones graves en la neumonia comunitaria. El término

“Biomarcador”, como ya se ha indicado, hace referencia a los diferentes

tipos de indicadores objetivos de salud y enfermedad.

A lo largo de la historia, y en funcién de los avances cientifico-
tecnoldgicos, este tipo de indicadores han ido mejorando, siendo cada vez
mas precisos y fiables. Atras quedaron lo que podrian considerarse los
primeros  biomarcadores de la  antigiiedad, representados
fundamentalmente por signos médicos, como el pulso, asi como por la
apariencia o el sabor de determinados fluidos, como en el caso de la orina

para el diagnéstico de la diabetes.

El descubrimiento de nuevos biomarcadores, mas modernos y precisos
supone, por tanto, un paso mas hacia lo que se denomina como “medicina
personalizada”. Ahora bien, no todo es valido y el biomarcador ideal debe

ajustarse a 4 criterios fundamentales:

Ser de facil acceso, y por tanto obtenerse a través de
procedimientos no invasivos;

Ser especifico de la patologia investigada;

Ser sensible, lo que implica detectar su presencia incluso antes
de que se manifiesten los sintomas clinicos, o en su defecto de
manera muy rapida tras las primeras manifestaciones;

Facilmente reproducibles;

180



Generalmente se ha considerado que las proteinas eran las unicas
biomoléculas que cumplirian estos requisitos, y por tanto susceptibles de
ser biomarcadores. Dentro de los biomarcadores proteicos medibles en
sangre mas conocidos estarian la troponina, para el diagndstico de infarto
de miocardio, las aminotransferasas ALT y AST para el diagnostico de
enfermedades hepaticas, o el PSA para el diagndéstico y prondstico del
cancer de proéstata. En el caso de la patologia que nos ocupa, la NAC, los mas
destacados serian, como ya se ha indicado anteriormente, la proteina C
reactiva y la procalcitonina, si bien son muchos los que siguen
investigandose, tales como el Lactato, el Dimero-D, la protendotelina-1 o la
copeptina. No obstante, ninguno de los anteriores es ideal, pues si bien la
pCr parece tener un buen valor a la hora de establecer el prondstico de la
enfermedad, se sabe que sus valores dependen de la edad, el sexo y la raza,
lo que requiere el ajuste y la interpretacién para cada paciente, ademas de
poder dar falsos negativos en los inicios de la NAC, al tratarse de una
proteina de cinética lenta. Del mismo modo, la PCT parece clave en la
orientacion etiologica de un paciente con NAC, y también se considera un
marcador sensible para la gravedad de las NAC de origen bacteriano, pero
se trata de un método poco accesible por el momento especialmente en
comparacion con la pCr, siendo, mas caro y lento que esta. Y, ademas, atin
esta por determinar su utilidad real en neumonias precoces. Del mismo
modo sucede con el resto de los biomarcadores nombrados anteriormente,
pues ninguno esta exento de limitaciones, y requieren de mas estudios e

investigaciones para poder ser usados en la clinica en el futuro.

La busqueda de nuevos biomarcadores de naturaleza proteica mas
especificos parece ser una ardua tarea, pues resulta un proceso muy
costoso y largo en el tiempo, como consecuencia de la baja cantidad de

proteinas clinicamente significativas, asi como de la complejidad de su
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estructura. Por ello, en la blUsqueda de nuevos y mas precisos
biomarcadores, recientemente han cobrado gran importancia las
moléculas de acidos nucleicos, especialmente las de RNA. Si bien al
principio se descartaba que éstas pudieran ser utilizadas como
biomarcadores en muestras de sangre, debido a los altos niveles de RNasas
presentes en la misma, a dia de hoy se sabe que su presencia puede
detectarse facilmente en fluidos corporales como el suero o el plasma, e
incluso en la orina, al tener una gran estabilidad en dichos fluidos
(163,164). De este modo, el primer requisito de todo biomarcador estaria
cumplido, pues su obtencién y deteccién pasaria por procedimientos

minimamente invasivos y habituales en la practica clinica.

Por otro lado, los microRNAs tienen una alta especificidad por el tipo de
tejido o célula de procedencia, ademas de ser sensibles al progreso de la
enfermedad. Es conocido el papel regulador de la expresion génica que
desempeifian estas biomoléculas, por lo que es l6gico que una alteracién en
la expresion de las mismas esté directamente relacionada con el desarrollo
de multitud de patologias. De este modo, el estudio de los microRNAs en
una enfermedad podria llevar a establecer una serie de patrones
caracteristicos de dicha patologia de manera temprana, posibilitando su
diagnoéstico precoz, asi como la prescripcibn de un tratamiento
personalizado para cada paciente. Todo ello no s6lo contribuiria a mejorar
el prondstico de los enfermos, sino que ademas permitiria reducir de
manera sustancial el coste de los cuidados médicos. De nuevo, el segundo
y tercer requisito que deberia cumplir un biomarcador ideal quedaria

cubierto.

Una ventaja afiadida del uso de estas biomoléculas circulantes como
biomarcadores, frente a los proteicos, es que el desarrollo de nuevos

ensayos requiere menos tiempo y es mas econdémico, dado que la
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produccién de nuevos anticuerpos, necesarios para los biomarcadores

proteicos, es muy costosa.

Ademas, buena parte del potencial que tienen los biomarcadores
basados en los microRNAs es que, no s6lo hacen posible el diagnostico
preciso y precoz, sino que facilitan el tratamiento guiado y la respuesta
al tratamiento, pudiendo obtener una imagen de la progresion de la
enfermedad. Es esta caracteristica la que los hace especialmente atractivos
e importantes en el cancer, al tratarse de una enfermedad totalmente
heterogénea. De hecho, ya se ha demostrado su potencialidad en el

diagnéstico del cancer de mama (165).

Quizas el requisito mas controvertido para alzarse como uno de los
biomarcadores optimos es el referente a la reproducibilidad, pues la
investigacion de los microRNAs como biomarcadores se encuentra en sus
primeras etapas. Si bien hasta el momento los hallazgos carecen
generalmente de reproducibilidad, habiéndose comunicado discordancias
entre diferentes equipos que han analizado los mismos tumores (166), la
solucion pasa por el desarrollo de protocolos estandarizados, tanto
para las primeras etapas del proceso, en las que se encontrarian la
obtencion, el transporte y el almacenamiento de muestras, como para el

analisis de datos y métodos utilizados.

Por todo ello, son los microRNAs los grandes protagonistas de este
trabajo, al considerar todas las ventajas que su uso como biomarcador
pude aportar sobre los biomarcadores proteicos que hoy en dia se conocen

parala NAC.
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5.2. Relacion entre los

microRNAs del estudio y las
variables

Dado que el descubrimiento de los microRNAs y su potencial uso como
biomarcadores es muy reciente, son pocos los estudios con los que poder
contrastar los resultados obtenidos en este trabajo. Practicamente todas
las investigaciones llevadas a cabo con estos biomarcadores van dirigidas
al diagnoéstico y pronodstico de diferentes tipos de cancer y, en nuestro
conocimiento, son muy pocos los estudios enfocados al uso de los
microRNAs como biomarcadores en neumonia, en concreto 3 de los que
tengamos constancia hasta la fecha. El primero de ellos, publicado en
febrero de 2019, se llevé a cabo con muestras de nifios con neumonia
causada por adenovirus y 4 microRNAs exosomales séricos (167). Si bien
se obtuvieron resultados que planteaban el posible uso como
biomarcadores de diagnostico para la neumonia asociada a la infeccién por
adenovirus en nifios, tiene una gran limitacidn, y es el pequefio tamafio
muestral en el que se llevo a cabo: tan s6lo 30 individuos con este tipo de
neumontia, frente 29 controles sanos. Otro de los estudios en esta area fue
publicado en marzo de 2019 por Zhang y colaboradores (168), y se centr6
en el uso de microRNAs como marcadores para la sepsis secundaria en
neumonia. Tan solo se estudiaron 2 microRNAs, el miR-7110 y el miR-223-
3p, y si bien ambos abocaron resultados prometedores, cuenta con la
misma limitacidn que el estudio anterior, y es el reducido tamafio muestral.
El ultimo de los estudios de que tenemos conocimiento es el liderado por
Galvan-Roman y colaboradores, publicado en Octubre de 2020, cuyo
tamafio muestral es bastante superior a los anteriores, pues se analizaron

un total de 153 pacientes (169). En su investigaciéon analizaron la
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expresion de 2 microRNAs, miR-146a y miR-16-5p, teniendo como
principal variable de estudio la mortalidad a los 30 dias. Si bien el tamafio
muestral es considerablemente superior a los anteriores estudios, aunque
inferior al nuestro, sigue habiendo un handicap en este campo, y con el que
también contamos en este estudio, y es la escasa literatura cientifica
existente sobre la utilidad de estos biomarcadores como prondstico en la

NAC.

No obstante, dentro de la poca cantidad de estudios que hay publicados
al respecto, si que hay algunos trabajos dirigidos a estudiar los microRNAs
circulantes para el diagndstico de patologias infecciosas en general, dentro
de las cuales encontrariamos la sepsis. Esta patologia es una de las mas
complicaciones mas peligrosas y mortales que puede desarrollar un
paciente con NAC. En conjunto con lo hay descrito por diferentes
investigadores, esta complicacion parece estar asociada con una
infraexpresion significativa de los microRNAs miR-342 (170), miR-15a,
miR-122(171), miR-193b, miR-483, miR-297, miR-181b (172) y miR-
4661 (173). Mientras que otros autores han observado una sobreexpresion
de los microRNAs miR-486, miR-182 (170), miR-4772, miR-574 (174) y
miR-133a (175). Como puede observarse, en negrita aparecen destacados
los microRNAs que han sido estudiados a lo largo de esta investigacidn, de
los cuales tanto el miR122 como el miR-547 han demostrado estar
infraexpresado y sobreexpresado respectivamente en los pacientes que
desarrollaron sepsis, resultados congruentes con los obtenidos por otros

investigadores.

En el caso del miR-574, ha demostrado ser de utilidad en la detecciéon
del cancer de pulmon, estando significativamente aumentado en muestras
de pacientes con cancer de pulmon de células en estadio temprano (176).

También se ha descrito su implicacidn en procesos biolégicos de respuesta
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al estrés (177). Sin embargo es en 2012 cuando Wang y colaboradores
(174) establecen la relacién entre este microRNA y la sepsis, al observar
una mayor expresion de dicho biomarcador en pacientes con sepsis frente
a controles, asi como una expresion significativamente superior entre
fallecidos por sepsis y supervivientes a ella, lo que demuestra la visién de
progresion de la enfermedad que aportan los microRNAs frente a otros
biomarcadores, de la que se hablaba en el apartado anterior. En nuestro
conocimiento, no existen mas trabajos que establezcan la relacion entre el
miR-574 y la sepsis salvo el comentado anteriormente y los resultados que
hemos obtenido, lo que no es sorprendente dado que, como se ha
comentado, la mayoria de los estudios sobre microRNAs van dirigidos al

cancer.

En cuanto al miR-122, su expresiéon en nuestro estudio ha resultado
significativamente inferior en pacientes que desarrollaron sepsis, del
mismo modo que se ha descrito en otros estudios. Se trata de un marcador
especifico del higado, de modo que sus niveles en suero suelen estar
asociados a lesiones hepaticas, normalmente producidas por farmacos. No
obstante, en 2014 los investigadores Wang, Deng y colaboradores,
correlacionaron los niveles significativamente inferiores de este microRNA
con los trastornos de la coagulacién que padecen los pacientes con sepsis,

asi como con los niveles séricos de antitrombina III.

Del resto de microRNAs descritos para la sepsis en otras
investigaciones, los resultados que hemos obtenido no dan evidencias que
puedan confirmar su papel en la sepsis. No obstante, todos los microRNAs
anteriores fueron resultado de investigaciones dedicadas en exclusiva al
estudio de la sepsis, bien comparando su expresidn entre pacientes con
sepsis frente a controles sanos, o bien entre pacientes supervivientes y

fallecidos por sepsis.
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En nuestro caso, el estudio llevado a cabo pretendia la obtencién de una
firma mas amplia de la NAC, no exclusiva de la sepsis. El hecho de que
algunos microRNAs descritos no se hayan podido confirmar en nuestro
estudio puede deberse precisamente a que, como se tratara en el apartado
de limitaciones, de los 223 pacientes tan s6lo 32 desarrollaron sepsis
durante su estancia en el hospital. Seria interesante aumentar en un futuro
la muestra de esta variable para tener grupos mas equilibrados entre los

que realizar comparaciones

A pesar de ello, tanto el miR-122 como el miR-574 demuestran tener
un papel importante para la prediccion del desarrollo de dicha
complicaciéon en las primeras horas del ingreso hospitalario de un paciente
con NAC, lo que nos parece prometedor de cara a poder anticiparnos al
desarrollo esta peligrosa complicaciéon y mejorar la calidad de vida de estos

pacientes.

Si bien los resultados de este trabajo no permiten confirmarlo, existe un
estudio en el que se describi6 la sobreexpresion del miR-150 en alguna
etapa en particular de la sepsis (170), si bien cuenta con la principal
limitacion de los estudios publicados al respecto: un tamafio muestral
limitado, de tan solo 23 pacientes con sepsis. Ademas, en tan poca muestra
abarcaba el estudio de sepsis de diferentes origenes (5 intraabdominal, 4
por neumonia, 3 por infecciéon del tracto respiratorio inferior, 3 por
infeccion del torrente sanguineo, 2 por sepsis biliar y 6 por causas
desconocidas). No obstante, teniendo en cuenta los resultados que hemos
obtenido, la variable con la que si parece estar relacionada su expresion es
la hipoxemia, estando infraexpresado en los pacientes que presentaron
esta complicacién. Tras consultar los trabajos existentes que pudieran
avalar nuestro resultado, encontramos un estudio llevado a cabo por Jian-

Lin Ma y colaboradores (178), en el que investigaron el papel de dicho
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microRNA en la apoptosis inducida por hipoxia en cardiomiocitos
humanos. Los autores observaron que la hipoxia inducia la apoptosis de los
cardiomiocitos, y que, en estos, la expresion del miR-150 se reducia
notablemente. Del mismo modo, la sobreexpresion forzada de este
microRNA conseguia inhibir la muerte celular de los cardiomiocitos
inducida por la hipoxia, al regular la expresiéon de la proteina GRP94
(Proteina-94 Regulada por Glucosa, glicoproteina muy abundante del

reticulo endoplasmatico).

Resulta l6gico pensar que, en pacientes con hipoxemia, es decir, Pa0O; en
sangre arterial inferior a 80mmHg, se pueda llegar a producir hipoxia, es
decir, el déficit de oxigeno a nivel de tejido. Si bien la presencia de una no
es sinonimo de la otra, teniendo en cuenta los resultados que hemos
obtenido para el miR-150, es muy probable que en muchos de los pacientes
se haya dado esta situacién. Esto nos parece muy interesante y
prometedor, pues explicaria como, a partir de la muestra de sangre de un
paciente en sus primeras horas de ingreso, puede observarse ya una

reduccidn significativa de dicho microRNA antes de desarrollar hipoxemia.

Otro de los microRNAs que en nuestro estudio hemos detectado que se
asocia significativamente con la hipoxemia es el miR-574. Anteriormente
hemos relacionado su aumento con el desarrollo de sepsis, pero nuestros
resultados vincularian su infraexpresion a la hipoxemia, asi como a la
clasificacion en el grupo de riesgo IV-V de la escala de gravedad PSI, el de
prondstico mas complicado. De este microRNA todas las publicaciones que
hemos encontrado, salvo en el estudio en el que se le relacioné con la
sepsis, van dirigidas a su relacién con el cancer, de pulmoén (179) o de
cuello de utero (180) entre otros. También se ha relacionado la
infraexpresion de este microRNA con la disminucién de la diferenciacion

de miofibroblastos, sugiriendo nuevas posibilidades terapéuticas para la

188



fibrosis cardiaca (181). Sin embargo, no hay nada descrito que relacione la
infraexpresion de miR-574 con la hipoxemia ni con el prondstico que
cabria esperar en ninguna enfermedad infecciosa, por lo que seria
necesario seguir investigando para confirmar la validez de nuestros

resultados al respecto.

Siguiendo con la variable de la escala de gravedad, ademas del ya
comentado miR-574, también parecen tener un importante papel a la hora
de dividir a los pacientes de NAC por su pronéstico los microRNAs miR-
486, miR-223 y miR-153, los tres significativamente regulados a la baja

en los pacientes que clasificaron en el grupo de mayor riesgo.

El miR-486, es conocido y descrito principalmente por su papel en el
campo de la oncologia, habiéndose descrito su infraexpresion en muchos
de los canceres humanos, tanto benignos como malignos. En concreto, este
microRNA parece tener un gran potencial en el diagndstico de los canceres
de pulmdn, tal y como concluyeron los investigadores Marwa y sus colegas
en 2018. Su relacién con diferentes tipos de cancer no es casual, y tiene
mucho que ver con la localizacidn en el genoma de este microRNA, pues se
ubica en el cromosoma 8p11.21, una de las regiones genémicas que mayor
numero de genes supresores de tumores contiene (182). No obstante, en la
mayoria de los estudios consultados no sélo se relaciona este microRNA
con la presencia de algun tipo de tumor, sino que los niveles mas bajos de
expresion de miR-486 coincidirian con los casos de peor prondstico. Si bien
en nuestro trabajo la patologia a estudiar es la NAC, y no ningun tumor,
también hemos encontrado que su infraexpresion resulta ser significativa
para los pacientes que, segin la escala PSI, serian los que mas riesgo
tendrian de desarrollar complicaciones por sus caracteristicas clinicas, es
decir, los clasificados en el grupo IV-V, es decir, pacientes mas fragiles y

graves.
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En cuanto al miR-223, hay descritos varios estudios de este microRNA
enfocados a diferentes enfermedades, muchas de las cuales tienen que ver
con procesos inflamatorios. También se ha demostrado previamente que
este microRNA se dirige a muchos genes implicados en la sefializacién de
la respuesta inmune innata. Uno de todos estos trabajos, tras estudiar su
implicacion en la enfermedad inflamatoria intestinal, lleg6 a la conclusion
de que ésta estaba limitada por la expresiéon de miR-223 a través de la
restriccion de una proteina llamada Nlrp3, que forma parte de un complejo
conocido como inflamasoma. Sus resultados permitieron concluir a los
autores que la sobreexpresion de este microRNA atenuaba la colitis en

ratones (183).

Otro estudio llevado a cabo con este microRNA para determinar su
papel en la regulacion de la proliferacion celular y de la funcién de los
granulocitos llego a resultados similares a los anteriores. Comprobé que en
ratones donde habian inhibido la produccién de miR-223 presentaban
granulocitos hipermaduros, hipersensibles a los estimulos activadores y
mostraban mayor actividad fungicida. Como consecuencia de esta
hiperactividad neutrofilica, los ratones mutantes desarrollaron patologias
pulmonares inflamatorias, asi como destruccidn tisular exagerada tras la
exposicién a endotoxinas. Esto respaldaria la funcién y la implicacién de
este microRNA sobre la producciéon de granulocitos y la respuesta

inflamatoria (184).

En ambos casos, las mayores expresiones de este microRNA se
asociaron a evoluciones mas favorables, estando su infraexpresion
relacionada con la destruccion tisular o procesos de mayor gravedad. Si
bien en nuestro estudio no se ha obtenido una relacién estadisticamente
significativa entre su expresion y la variable “evolucion”, si se puede

apreciar una clara tendencia a la infraexpresiéon del miR-223 en los
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pacientes que evolucionaron de manera desfavorable. Lo que si se ha
podido correlacionar de manera significativa es la expresién de este
microRNA con los pacientes que, a priori, y tras la puntuacién obtenida al
tener en cuenta los parametros de la escala de riesgo PS], se clasificaban en

el grupo de mayor riesgo, lo cual nos parece muy interesante.

Por otro lado, el dltimo de los microRNAs que, segin nuestro estudio,
nos permite establecer una relacién estadisticamente significativa con la
escala de gravedad PSI es el miR-15a. Se trata de un microRNA bastante
estudiado por su papel como supresor de tumores, en muchos tipos de
cancer. Esto es debido a que una de sus principales dianas es la ciclina E1
(CCNE1), encargada de la regulaciéon del ciclo celular y de promover la
proliferacion y progresion celular. Teniendo en cuenta esto, son muchas las
investigaciones que asocian la regulacion negativa de dicho microRNA, es
decir, su infraexpresion, con los peores prondsticos de muchas

enfermedades.

Asi pues, se ha comprobado que en pacientes con cancer de pecho triple
negativo, las bajas expresiones de miR-15a coinciden con los peores
pronosticos de dicha enfermedad (185). Mismos resultados que los
obtenidos al estudiar el papel de este microRNA en el prondstico de la

leucemia linfocitica crénica (186).

No obstante, ademas de en el campo de la oncologia, también se ha
estudiado la implicacién de este microRNA con la respuesta inmunitaria y
la inflamacién. Uno de estos trabajos consistio en estudiar el papel de la
expresion de este microRNA con la enfermedad renal crénica atribuida a la
hipertension, enfermedad que parece estar vinculada a la respuesta
inmune innata y la inflamacién. El objetivo de dicho estudio fue la

identificacion de microRNAs diferencialmente expresados en sangre frente
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a individuos sanos, con el resultado de que, uno de estos microRNAs fue el
miR-15a. Los autores concluyeron que este microRNA estaba regulado
significativamente a la baja en los pacientes, frente a los individuos sanos,
descubriendo el papel que la expresion de miR-15a tiene sobre la induccién
de los linfocitos T CD4 (187).Y, de nuevo, resultados similares obtuvieron
los investigadores Chenyi y colaboradores en 2018, al estudiar el papel de
diferentes microRNAs con la respuesta inflamatoria de las células
epiteliales bronquiales del pulmén humano. También estos investigadores
asociaron la expresién del miR-15a con la mayor activacion de los
mecanismos de respuesta de las células inflamatorias. En especial, la
produccién de células T y macréfagos, lo que se tradujo en el aumento de
las interleucinas IL-6 y IL-8, encargadas de estimular la respuesta
inflamatoria a la infeccién. De este modo, los pacientes en los que el
microRNA estaba infraexpresado fueron los que peor prondstico

presentaron (188).

Si bien en este estudio no hemos podido demostrar una significacion
entre este microRNA y la evolucion desfavorable de los pacientes, si que se
observa la tendencia indicada, pues la expresién de este microRNA en los
pacientes que evolucionaron desfavorablemente es ligeramente inferior.
Con la variable que si hemos podido establecer la correlacion significativa
es con el grupo de riesgo en el que clasificarian los pacientes teniendo en
cuenta los criterios de la escala PSI. Coincidiendo, asi, los pacientes con
mayor riesgo de sufrir complicaciones con los pacientes que menores

valores de expresion presentaron para el miR-15a.

Finalmente, en cuanto a la variable evolucion, si bien nuestros
resultados reflejan cierta tendencia que coincide con la bibliografia tanto
para miR-223 como miR-15a, ambos biomarcadores que parecen tener un

papel importante en la evolucién que cabria esperar de los pacientes, no
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hemos podido demostrar su significatividad. Sin embargo, si que hemos
obtenido wuna relacién estadisticamente significativa entre la
sobreexpresion del miR-297 y la evolucidn desfavorable de los pacientes
con NAC. Este resultado parece confirmar los resultados alcanzados en un
estudio muy reciente llevado a cabo por los investigadores Yun y
colaboradores (189). Sus investigaciones estuvieron centradas en
establecer la asociacion de este microRNA con la inflamacién pulmonar, en
este caso inducida por nanoparticulas de 6xido de aluminio (Al20s NPs).
Segun sus observaciones, todo parece indicar que la sobreexpresién de
este microRNA activa la via Notch, lo que tiene un papel clave en el
desarrollo de la inflamacién pulmonar. Como cabria esperar, demostraron
que en ratones con antagomiR-297, y por tanto con este microRNA

inhibido, se podia rescatar la inflamacién del pulmoén.

Teniendo en cuenta nuestros resultados, su sobreexpresion coincide
con los casos con peor evolucion de NAC, lo que esta en consonancia con lo
descrito por los investigadores anteriores, publicado a principios de este
mismo afio. Si bien seria necesario estudiar los mecanismos moleculares
que se pondrian en juego en estos pacientes, todo parece indicar que se
trata de casos en los que la sobreexpresion de miR-297, entre otros
factores, ha podido provocar una mayor inflamacién pulmonar, trayendo
consigo una serie de complicaciones asociadas que hayan podido derivar

en lo que entendemos como una evolucién desfavorable del paciente.

Si bien segun los resultados que hemos obtenido, la sobreexpresion de
este microRNA también resultaba significativa para predecir la hipoxemia,
no hemos podido encontrar trabajos en esta linea que nos permitan
afirmar con rotundidad su implicacion en dicha variable, por lo que seria
necesario continuar investigando al respecto y analizar su relaciéon con

mecanismos biolégicos y vias involucradas en la hipoxemia.
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Finalmente, ademas de los microRNAs, en los modelos llevados a cabo
también se incluyeron una serie de variables clinicas, algunas de las
cuales resultaron tener un papel relevante para la predicciéon de nuestras

variables de estudio, al ser combinadas con determinados microRNAs.

Como no podria ser de otra manera, ya que la propia escala PSI concibe
esta variable y le da un peso relevante, es precisamente la edad una de las
variables clinicas que, sumada a valores altos de urea, y a los microRNAs
anteriormente mencionados, serviria para predecir el grupo de riesgo de
un paciente con NAC, clasificandolo en el PSI IV-V. Asi pues, a mayor edad,
mayor probabilidad de sufrir complicaciones. Si bien es l6gico pensar que
la edad influye en la evolucién desfavorable a medida que aumenta, no nos
ha salido significativa, aunque consideramos que ampliando la muestra se

veria reflejada la influencia de la edad en dicha variable.

No obstante, uno de los parametros clinicos que, segiin nuestro estudio,
es un buen predictor tanto del grupo de riesgo como de la evolucion es la

urea, estando aumentada de manera significativa en los casos de peor

prondstico y de evolucién desfavorable. Tiene logica, pues el aumento de
la urea sugiere fallo renal o deshidratacion, lo que en el contexto de la NAC
comunmente se ha asociado con mayor mortalidad (190). De hecho, la
relacion entre los niveles elevados de urea en sangre y la mayor mortalidad
o evolucidn de los pacientes con NAC hace afios que fue reportada y forma

parte tanto de las escalas pronoésticas PSI como de CURB-65 (191).

Otra de las variables clinicas que estaria relacionada de manera
significativa con la evolucion de los pacientes de nuestro estudio ha sido
el asma. Lo curioso es que, al contrario de lo que a priori podriamos pensar,
parece que el asma estd relacionada con la evolucién favorable. Sin

embargo, resulta aun mdas curioso que se han obtenido resultados
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similares, donde el asma parece tener un papel “protector” en el estudio
del SARS-CoV-2, es decir, la actual pandemia de COVID-19 (192,193). Si
bien en teoria los pacientes asmaticos deberian tener mayor
susceptibilidad y gravedad durante la infecciéon por NAC o COVID-19
debido a una deficiente respuesta inmune antiviral, asi como a la tendencia
a la exacerbacion provocada por virus respiratorios comunes, la realidad
parece sugerir lo contrario. Si bien la interacciéon asma-COVID-19 merece
seguir siendo estudiada, una de las hipdtesis es que, en los asmaticos, la
acumulacién de eosindfilos, asi como de citocinas de tipo 2 podria tener
efectos protectores contra el COVID-19, y probablemente a juzgar con
nuestros resultados, también contra la NAC. Asi pues, otra de las hipotesis
planteadas es que los tratamientos convencionales para el asma, donde se
incluyen principalmente los corticoesteroides inhalados, reduzcan el
riesgo a sufrir una infeccién grave por el virus al aliviar la inflamacién y
mejorar la defensa antiviral. No obstante, como hemos apuntado, nos
parece una interesante via de investigacion de cara al futuro de cara al
desarrollo te tratamientos futuros, tanto del COVID-19 como, por supuesto,
de la NAC. También se trata de pacientes mas educados en cuidados de la
salud en general, pues suelen evitar el tabaco, y tienden a vacunarse mas

contra la gripe y el neumococo.

Cambiando de variable de estudio, para el desarrollo de sepsis grave
obtuvimos un modelo que, en combinacién con los microRNAs ya
comentados, asi como valores elevados de lactato y fracaso renal agudo,
permitian la prediccidon de la sepsis. En el caso de esta ultima variable
clinica, el fracaso renal agudo, son diversos los estudios que respaldan su
asociacion con la sepsis. Si bien no se conoce completamente el mecanismo
fisiopatoldgico implicado, parece que la cascada inflamatoria nociva

causada por la sepsis contribuiria al fracaso renal. No obstante, todo parece
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indicar que se trataria de una relacion bidireccional, es decir: si bien la
sepsis es una de las principales causas del fracaso renal agudo, los
pacientes con fracaso renal agudo tendrian mas riesgo de desarrollar
sepsis (194,195). De nuevo, los resultados obtenidos van en consonancia
con lo descrito hasta la fecha, siendo el fracaso renal agudo una buena
herramienta que, junto el resto de las variables del modelo permitiria la
prediccion de la sepsis y con ello la anticipacion de los cuidados y

tratamientos pertinentes.

Otra de las variables clinicas que nos han resultado significativas en
nuestros modelos para la prediccion de la sepsis y de la hipoxemia, es el
lactato, estando significativamente elevado en los pacientes con sepsis
grave e hipoxemia. El papel del lactato para la prediccién, tanto de la sepsis,
como de la hipoxemia, ha sido ya descrito por algunos autores. De hecho y
como se comento en la introducciéon de este documento, se trata de uno de
los biomarcadores de mayor interés e importancia para la prediccion de la
hipoperfusién, muchas veces inducida por la sepsis. Uno de los
mecanismos implicados en la hiperlactatemia sérica en pacientes con
sepsis es la disminucion de su utilizacidn, la estimulacién de su produccién
por mediadores inflamatorios y el aumento de la glucoélisis (196). Al
contrario, la disminucién el lactato en el tiempo ha demostrado estar
asociada con el buen prondstico, sugiriendo su depuracién como un posible
tratamiento para estos pacientes (63). Este biomarcador, junto con el
fracaso renal agudo y los microRNAs del modelo resultante para la
prediccién de la sepsis facilitarian el diagnostico temprano de la sepsis,
posibilitando su tratamiento inmediato, lo cual es esencial para aumentar
la probabilidad de supervivencia de esta complicacién bastante comiin en
la NAC. Por otro lado, este metabolito se ha descrito también como un

biomarcador de la hipoxia tisular (52), la cual puede deberse a la
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hipoxemia. Esto lleva a pensar que, tal y como nuestros resultados indican,
el lactato también pueda ser un buen biomarcador para la prediccién de la
hipoxemia en pacientes con NAC, especialmente el resto de los integrantes
del modelo de prediccion mencionado para esta variable, es decir los

microRNAs descritos anteriormente.

5.3. Consecuencias en la

practica clinica de los
resultados obtenidos

Los resultados obtenidos en este trabajo podrian marcar un punto de
inflexién en lo que se refiere a la detecciéon precoz de las principales
complicaciones en la NAC. Una de las mayores y mas peligrosas
complicaciones de estos pacientes es el desarrollo de sepsis, producida
cuando la infecciéon se propaga por la sangre, asi como la insuficiencia
respiratoria. Motivo por el cual, el hecho de poder anticipar los
movimientos a la aparicién de estas complicaciones ademéas de poder
proporcionar un apoyo y monitoreo mas intensivo para estos pacientes

supondria sin duda en la mejora en su calidad de vida.

Asi pues, el traslado de nuestros resultados a la practica diaria no
supondria una alteracién muy grande en los hospitales o servicios de
urgencias, pues bastaria con la extracciéon de una muestra de sangre en el
momento del ingreso, y comprobar la expresion de los microRNAs que han
resultado significativos para cada complicacion. Para ello se requiere el uso
de tecnologias disponibles en la mayoria de los hospitales, como es un
termociclador, asi como una serie de kits comerciales econémicos al
alcance de todos los centros hospitalarios. De este modo, en un periodo de

3 horas obtendria el perfil del paciente y se podria anticipar el mejor
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tratamiento para cada caso, lo que, sin lugar a duda, se traduciria en la

mejora de su tratamiento, y por tanto en su prondstico.

Estamos convencidos de que el cribaje de los pacientes en funcién del
perfil de expresion de los microRNAs, teniendo en cuenta los modelos que
hemos determinado, en combinacién con las variables clinicas que hemos
visto anteriormente, supondria una forma rapida y econémica de
mejorar e incluso salvar vidas de pacientes con este tipo de infeccion
pulmonar permitiendo una anticipacién a complicaciones graves de

la neumonia.

5.4. Limitaciones del estudio

Como en todo trabajo de investigacién, hay que hacer balance ser
autocriticos, y ser conscientes de algunas de las limitaciones de nuestro

estudio.

La primera de las limitaciones es que, aunque el tamafio muestral del
estudio fue grande, incluyendo 223 pacientes, no todas las variables de
estudio estaban igual de representadas. La variable escala de riesgo PSI es
la que mayor equilibrio de pacientes tuvo entre sus dos categorias, no
habiendo sobrerrepresentacion de ninguna: de los 223 pacientes, 123 (es
decir el 55,15%) fueron del grupo PSI IV-V, mientras que 100 (44,84%)
fueron del grupo PSI I-Ill. De manera similar sucedié con la variable
evolucion, si bien este caso si se aprecia una ligera sobrerrepresentacion
de los casos desfavorables pues de los 223 pacientes, 152 (68,16%)
evolucionaron desfavorablemente frente a 72 (31,84%) que evolucionaron
sin complicaciones. Esta sobrerrepresentacion de casos es mas llamativa
en la hipoxemia, presentada por un total de 57 pacientes (el 25,56%)

frente a 166 que no desarrollaron esta complicacion (es decir, el 74,44%).
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Y se agudiza especialmente para la variable sepsis, complicaciéon
desarrollada por 32 de los 223 pacientes del estudio (lo que supone el
13,91% del total), frente a 191 (85,65%) que no desarrollaron sepsis.
Evidentemente, esta desigualdad entre las variables es debida a que la
extraccion de sangre de los pacientes tiene lugar en las primeras 24 horas
tras su ingreso hospitalario, por lo que los pacientes ain no han

desarrollado dichas complicaciones.

Si bien hemos obtenido modelos significativos para la prediccién de
todas las variables, seria interesante ampliar la muestra de estas dos
ultimas incorporando mas pacientes de NAC que desarrollen alguna de
estas dos patologias, con el fin de que se confirmen los resultados
obtenidos en nuestro estudio, y otros, como el miR-182 cambiaran en la
direccion a la que apunta la bibliografia en su papel de prediccién de la

sepsis.

Otra de las limitaciones que bien podria servir como linea de
investigacidn futura, es que en nuestro estudio no hemos tenido en cuenta
la medicacion suministrada a los pacientes. Por ello consideramos que
seria interesante plantear una hipotesis futura acerca de la posible
influencia de los farmacos suministrados sobre la expresion de los

microRNAs.

De igual manera que reflexionamos para el tratamiento suministrado,
otra posible variable que no hemos tenido en cuenta en este trabajo ha sido
la etiologia de la NAC en los casos que se pudo determinar. Como ya
comentamos al inicio del documento, no siempre es posible establecer un
diagnoéstico etiolégico de las neumonias que llegan al hospital.
Concretamente en nuestro trabajo, de los 223 pacientes totales tan sélo se

obtuvo la etiologia de 79 casos, lo que supone que tan solo en el 35,42% de
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los casos se pudo determinar el agente etiol6gico. Como era de esperar, el
agente etioldgico mas frecuente fue el Streptococcus pneumoniae, causante
de 46 de los 79 casos que pudieron determinarse (es decir, un 58,23% de
las NAC de las que se obtuvo etiologia), seguido de Mycoplasma
pneumoniae (en 7 de los 79 casos) y de Legionella spp (también en 7 de los
49 casos). Si bien no era un objetivo de este trabajo, cabria preguntarse si
la etiologia de la NAC podria modificar la expresiéon de los microRNAs, lo
que seria una buena linea de investigacion futura. No obstante, dado que el
diagnostico etiolégico de la NAC no suele superar el 60% de los casos, y son
muchos los agentes que pueden causar neumonia, como ya hemos visto, se
trataria de un estudio largo y tedioso con el fin de obtener una buena

representacion de la mayoria de los agentes causantes.

5.5. Fortalezas del estudio

Finalmente, también nos gustaria resaltar, ademas de las limitaciones,
las fortalezas de nuestro estudio. Si bien no se trata de un apartado que
suela ser incluido en los estudios, hemos creido conveniente destacar los

aspectos positivos y mas destacados de la investigacion llevada a cabo.

Uno de estos aspectos que consideramos importante a destacar es el
elevado nimero de muestra de NAC incluidas, sin duda muy superior a
los estudios anteriormente publicados al respecto. Si bien para el andlisis
de la expresién de algunos microRNAs para el estudio de algunas de las
complicaciones (como el miR-182 y la sepsis), quedaria pendiente seguir
aumentando la muestra, en la gran mayoria consideramos que nuestros

resultados estan abalados por un buen nimero de muestra.

Por otro lado, también consideramos interesantes los resultados

obtenidos para la sepsis y la hipoxemia, dos de las complicaciones mas
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graves, y concretas, que pueden desarrollar los pacientes con NAC.
Nuestros resultados aportan una buena e interesante caracterizaciéon de
estas complicaciones mediante microRNAs, que puede ser de gran utilidad

en la mejora del prondstico de estos pacientes.

También consideramos clave el hecho de obtener la muestra en las
primeras 24 horas del ingreso del paciente con NAC. De este modo, los
resultados obtenidos reflejan el perfil de los microRNAs de los pacientes
en sus primeras horas de enfermedad, pudiendo deducir de los mismos
cual serd la evolucion y con ello adelantarnos al tratamiento de estos

pacientes.

Otro de los aspectos interesantes es que en este trabajo hemos incluido
un gran panel de microRNAs analizados, mayor que los estudios
similares llevados a cabo hasta el momento, donde la gran mayoria
analizan el papel de 3 0 4 microRNAs. Ademdas de contar con un gran
numero de variables clinicas, comorbilidades y de evolucién analizadas.
Para poder aprovechar al maximo todas las variables y los datos con los
que hemos contado con el fin de comprobar todas las asociaciones posibles,
el estudio estadistico llevado a cabo fue complejo, si bien consideramos que
con él hemos conseguido aportar bastante informacion de la que, hasta el

momento, no se tenia constancia para la enfermedad de estudio.
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6.
Conclusiones



Los datos de nuestro estudio demuestran que es posible establecer
una relacion entre complicaciones especificas de la neumonia y un

sustrato molecular basado en la determinacion de microRNAs.

Los microRNAs pueden utilizarse como biomarcadores para el
prondstico de la Neumonia Adquirida en la Comunidad, pero, aunque
todos los resultados obtenidos son prometedores, es necesaria su
validacién con una muestra mas grande para alguna de las variables

de estudio, como la sepsis.

El miR-122 disminuye su expresion en pacientes con sepsis. Si bien
se trata de un microRNA principalmente hepatico, también se le ha
relacionado con los trastornos de la coagulacién que padecen los
pacientes con sepsis, asi como con los niveles séricos de

antitrombina III.

El miR-574 aumenta su expresion en pacientes con sepsis, si bien atin
se desconocen los mecanismos implicados. Mientras que disminuye
significativamente su expresion en pacientes clasificados en el grupo
de riesgo IV-V y en los que desarrollaron hipoxemia, aunque
tampoco hemos encontrados estudios que expliquen nuestros
resultados, pues su investigacion esta orientada especialmente a la

deteccién de determinados tipos de cancer.

El miR-150 esta reducido en pacientes con hipoxemia, como ya se ha
descrito por otros autores en cardiomiocitos, si bien los mecanismos

que influirian en la NAC habria que investigarlos.

La sobreexpresion de miR-297 parece tener un papel clave en el
desarrollo de la inflamacién pulmonar y por tanto en el prondstico,

por lo que seria un buen biomarcador de la evolucién de la NAC y,

204



segun nuestros resultados, también de la hipoxia, si bien no se ha

descrito aun su relacion.

Los miR-233, miR-15a y miR-486 estan reducidos en pacientes que
segln la escala de gravedad PSI pertenecerian al grupo de mayor
riesgo (IV-V). EI miR-223 esta relacionado con la regulacion de genes
implicados en la respuesta inmune innata y en la proliferacion
celular. La infraexpresiéon de miR-486 se ha relacionado con los
peores prondsticos de diferentes enfermedades, especialmente de
cancer. El miR-15a esta relacionado con la respuesta inmunitaria y la

inflamacidn, al inducir la produccién de células T y de macro6fagos.

El miR-182 aparece infraexpresado en los pacientes con sepsis de
nuestro estudio, contradiciendo la informacién publicada de este
microRNA al respecto. Seria necesario ampliar la muestra de

pacientes con sepsis para poder validar los resultados.

El aumento de la urea y la edad en los pacientes, junto con la
expresion de los microRNAs anteriormente citados, resulta
significativo para la prediccion del grupo de riesgo PSI IV-V. La urea
es indicador de fallo renal o deshidratacién, que puede ser critica en
la NAC. Es por ello por lo que su aumento es también un parametro

significativo para la prediccién de la evolucion desfavorable.

El asma parece “proteger” el desarrollo de complicaciones,
probablemente debido a los cuidados y los tratamientos de quienes

la padecen.

El fracaso renal agudo y el aumento de lactato serian, junto con los
microRNAs del modelo, buenos predictores para la sepsis. La

primera variable parece predisponer al desarrollo de esta
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complicacion, mientras que el lactato ya ha sido anteriormente
descrito como buen predictor de sepsis como de hipoxemia, variable
para la que este biomarcador también ha resultado significativo en

este estudio.
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Anexo I. Cuaderno de recogida de datos y
variables a analizar

Datos generales
Codigo paciente |:|:|:|
NeH2 Clinica | | | | | | | Sexo M|:| F|:|
Fecha de nacimiento | | || | || | | Edad |:|:|:|aﬁos
Fecha diagnésticodeNAC | | || | || | |
Ingreso: Si|:| No|:| Fecha alta en hospital| HER R

Ingreso en UCI: Si|:| No|:| Fechaingresoucl | | || | || | |

Fecha alta UCI |

Residencia habitual
|:| Domicilio propio
|:| Domicilio desconocido

|:| Domicilio institucional

Health care pneumonia

Hospitalizacidn durante = 2 dias en los tltimos 90 dias

0 O

Domicilio institucional (residencia u hospital larga estancia)
Ha recibito tratamiento en los ultimos 30 dias:

e Tratamiento ATB intravenoso

e (Quimioterapia

100

e (Curade Heridas

e Atenci6n hospitalaria habitual o hemodialisis | |
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Habitos toxicos

Tabaco Alcohol Drogas

No fumador | | No [ | No [ |
Exfumador | | si [ | Si [ ]

Fumador |:| g/dia
paquetes/afio
Comorbilidades
Si No Desconocido
EPOC [] []

FEV1 postan (ml;%) 6 Grado

Corticoides inhalados
Asma
Neumonias previas
Insuficiencia cardiaca
Neumonitis obstructiva

Diabetes Mellitus

O 0O000nog
N I I A O B B
OO0o0ooddnon

Insuficiencia renal:
HD |:| Dialisis peritoneal continua ambulatoria |:|
Neoplasia pulmonar: |:| |:| |:|

Remision completa |:|
Tto QT actual |:| Fecha ultimo ciclo

Tto paliativo no IS |:|
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Si No Desconocido

[]

[]
[]

Neoplasia hematoldgica:

Tipo:

Neoplasia sélida extrapulmonar
Hepatopatia crénica

Cirrosis |:| Child-Plugh:

Enfermedad cerebrovascular
Tratamiento corticoideo (6 meses)

Tratamiento inmunosupresor:

OOt OO
OOoo OO
OO oy O

Motivo:

Farmacos y dosis:

VIH + |:| |:|

Trastorno deglucion |:| |:|

OO O

Ingresos previos (3 meses) |:| |:|

Indice de comorbilidad de Charlson

Infarto de miocardio
Insuficiencia cardiaca
Enf. Vascular periférica
Enf. Vascular cerebral
Demencia

Enf. Pulmonar crénica
Enf. Tejido conectivo
Ulcera péptica
Hepatopatia leve
Diabetes Mellitus
Hemiplejia

DM con afectacién organica

NN R R R R R R R R R R
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I. renal moderada o grave (Cr > 2mg/dl) 2
Cancer, leucemia, linfoma 2
ChildB 6 C 3
Tumor sdlido metastatico 6
SIDA 6

Puntuacién total:

Sintomatologia
Si
Disnea
Tos
Expectoracion Purulenta |:| Hemoptisis |:|

Punta de costado
Escalofrios
Fiebre
Artromialgias
Vomitos

Diarrea

Cefalea

Sindrome confusional

OO0ooddoOodnn
HDDDDDDDDDDD%

Dias de evoluciéon de sintomas

Semiologia

Presi()narterial| || |/| | |mmHg T2 [D:'QC

Frecuencia cardiaca D:D lpm  Frecuencia respiratoria Dj rpm
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Sa0; (pulsioxi): |:|:| %

Tiempo que tarda en registrarse pulsiox. Dj min

Herpes labial |:| Soplo tubarico |:|
Crepitantes |:| Cianosis |:|
Sibilancias |:| Semiologia derrame pleural |:|

Alteracion nivel de conciencia:

Confusién |:| Somnolencia |:| Obnubilaciéon |:|

Estupor |:| Coma |:|

Analitica al ingreso

Leucocitos D:ljjj / mm3 PMN D:D %
Hemoglobina |:|:|:| g/dl Hematocrito D:D %
Plaquetas m | | |—| /mms3 Fibrin6geno D:':D %
Dimero D D:‘j Indice de Quick |:|:|:| %

pcR [ | [ ] pcTl | [ | mg/a
Glucosa [ | [ |mg/dl Urea| | [ |mgydl
BUN [ [ [ |mg/a Creatina| | |mgy/di
Sodio D:D mEq/L Potasio Dj mEq/L  Prot. Totales |:|:| g/L
Albaminal | | |g/L cotrasm[ | [ Jur eeracm [ | Jun
LDH D:D Ul  Bilirrubina total |:|:| mg/dl Pro-BNP |:|:|:|
Troponina D:D

pH[ [ ]] p0. [ | | |mmHg
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pCO; [ [ | |mmHg Fio [ [ ]
Bicarbonato| | [ |mOsm/L p02/FiO2 [T T]

Analitica evolutiva al 3¢ dia

pcrR [ [ | ] pct [ | [ ] Troponina | | | |

Analitica evolutiva al 5° dia

pcr | | [ ] pct | [ ] Troponina | | | |

Radiologia tordcica al ingreso

Tipo de condensacién:

Alveolar |:| Bilateral |:|
Intersticial |:| Cavitacién |:|
Bronconeumonia |:| Derrame pleural |:|
Multilobar |:|
Dia: Puntuacién SOFA:

Diagnéstico etioldgico

Positivo Negativo No realizado

Hemocultivos

Antigenuria Legionella
Antigenuria neumococo

Broncoaspirado

O OO 0O 0O
OO OO0
O OO0 0O

Catéter telescopado
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LBA
Cultivo liquido pleural

Ag neumococo L. pleural

PCR

O OO 0O 0O
OO 00O O
OO 0O O O

Serologia

Germen cultivado:

Serologia: Germen 1 ; Germen 2

Germen 3

Si hemocultivos positivos, valorar resistencia antibidtica

Sensible Intermedio Resistente CMI

Penicilina |:| |:| |:| |:|

Macrolidos

L]
Quinolonas |:| |:| |:| |:|
L]

Cefotaxima

Tratamiento antibidtico

Antibiético previo a urgencias |:|:|
Dias de tratamiento D:‘

Intervalo de inicio de sintomas- comienzo del tratamiento (dias) Dj

Antibidticos (c6digos) Dj 5 D:‘

Antibiético inicial: ;Donde? Urgencias |:| Sala hospitalizacion |:|
Tiempo que tarda en realizarse hemocultivos: Dj h Dj min

Tiempo que tarda en iniciarse ATB: |:|:| h |:|:| min
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Antibioticos (cddigos) Dj ) |:|:|

Antibiotico en los ultimos 3 meses: Si |:| No |:| Desconocido |:|

Antibiéticos (c6digos) Dj , D:'

Complicaciones
Ingreso en UCI |:| Ventilaciéon mecénica |:| VNI |:|
CPAP ] Shock [] CID [ ]
Bacteremia |:| Fracaso renal agudo | | SDRA [ |
Empiema |:| Derrame pleural |:| IRA |:|
Sepsis |:| Sepsis grave |:|

Estratificacion de gravedad

ESCALA DE FINE (PSI)

Pardametros Puntos
EDAD

Hombre Afios
Mujer Afos - 10
RESIDENCIA EN ASILO +10

ENFERMEDAD COEXISTENTE

Neoplasia +30
Enfermedad hepatica +20
Insuficiencia cardiaca congestiva +10
Enfermedad cerebro-vascular +10
Enfermedad renal +10

DATOS DE EXPLORACION FiSICA

Estado mental alterado +20
Frecuencia respiratoria = 30 /min +20
TA sistélica < 90 mmHg +20
Temperatura <352C o >40°C +15
Pulso 2125/min +10
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DATOS RADIOLOGICOS Y DE LABORATORIO
pH arterial < 7.35

BUN = 30 mg/dl (11 mmol/1) +30
Sodio < 130 mmol/1 +20
Glucosa = 250 mg/dl (14 mmol/1) +20
Hematocrito < 30% +10
pO2 < 60 mmHg +10
Derrame pleural +10
+10
CURB-65
CLASE1yIl: <70 puntos
CLASE III: 71-90 puntos Pardmetros Puntos
CLASE IV: 91-130 puntos - Edad > 65 afios 1
CLASE V: > 130 puntos - Confusién 1
- Urea>7mmol/L 0 42 mg7dl 1
Puntuacion PSI - Frecuencia respiratoria >30 1
Clase de riesgo - Presion arterial sistdlica <90 6
presion arterial diastdlica <60 1
Puntuacion CURB-65:
Tratamiento
Pauta antibiética: | | || | || | |
Cambio antibiético: |:| Fecha de cambio: || || | |l | |
Motivos: Desescalonamiento |:| No adherencia a guias |:|

Aumento espectro |:|
Fracaso clinico |:|
Nueva pauta ATB: | | |

Dias totales de tratamiento: EI:‘
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Alcance Estabilidad clinica

Estabilidad clinica:

- T2<37.8°C © Sa02290% 6 Pa0; 2 60 mmHG
- FC<100Ipm - Tolerancia ingesta oral
- FR<34 rpm - Ausencia de confusién mental
+ TAS 290 mmHg
Estabilidad clinica a las 72h de ingreso: Si |:| No |:|

Dias de cambio a tto oral: |:|:| 2 Dia

Curacion: |:| Fecha de alta definitiva: | | || | | | |

Exitus: |:| Fechade éxitus: | | || | || | |

Causa del éxitus:
Relacionado con la neumonia |:|

No relacionado con la neumonia |:|

Evolucion a los 30 dias

Si No Desconocido

Persistencia radioldgica: |:| |:| |:|

Persistencia clinica: |:| |:| |:|

Vuelta a actividades habituales: |:| |:| |:|
En caso afirmativo: ;A qué dia desde el diagnoéstico?

Reingreso: |:| |:| |:|
Relacionado con la neumonia: |:|

No relacionado con la neumonia: | |

Exitus: |:| |:| |:|
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Evolucion a los 90 dias

Si

Curacion

[]
Exitus |:|

Codigos antibidticos
01 Aminoglucésidos
02 Amoxi-clavulanico
03 Cefalosporinas 12 generacion
04 Cefalosporinas 22 generacién
05 Cefalosporinas 32 generacion
06 Clindamicina
07 Macrdlidos (eritro/claritro/azitromicina)
08 Imipenem
09 Quinolonas 32y 42 generacion
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] ]
] ]

10 Metronidazol

11 Piperacilina-tazobactam

12 Teicoplanina

13 Tetraciclinas

14 Timetroprim-sulfametoxazol
15 Linezolid

16 Tigeciclina

17 Vancomicina



Anexo II. Informacion de los microRNAs
incluidos en el estudio

microRNAs
miR-486-5p

miR-182-5p
miR-150-5p
miR-342-5p
miR-223-5p
miR-499a-5p
miR-122-5p
miR-193b-5p
miR-15-a-5p
miR-574-5p
miR-297-5p

microRNAs

normalizadores

miR-191-5p

miR-103a-3p

miR-let7a-5p
miR-16-5p

Secuencia
UCCUGUACUGAGCUGCCCCGAG

UUUGGCAAUGGUAGAACUCACACU
UCUCCCAACCCUUGUACCAGUG
AGGGGUGCUAUCUGUGAUUGA
CGUGUAUUUGACAAGCUGAGUU
UUAAGACUUGCAGUGAUGUUU
UGGAGUGUGACAAUGGUGUUUG
CGGGGUUUUGAGGGCGAGAUGA
UAGCAGCACAUAAUGGUUUGUG
UGAGUGUGUGUGUGUGAGUGUGU
AUGUAUGUGUGCAUGUGCAUG

Secuencia

CAACGGAAUCCCAAAAGCAGCUG
AGCAGCAUUGUACAGGGCUAUGA

UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU
UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG
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477918_mir
478044 _mir
477984 _mir
478139_mir
477855_mir
478742_mir
477858_mir
479357_mir
478791_mir

Referencia

477952_mir
478253_mir
478575_mir
477860_mir



Anexo 1. Hoja de informacion al paciente y

consentimiento del proyecto de investigacion

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE. CASOS.

Se le ofrece la posibilidad de participar en el proyecto de investigacion
titulado “Perfil de microRNAs y desenlaces desfavorables en la
neumonia comunitaria hospitalizada causada por Streptococcus
pneumoniae” que esta siendo realizado por la Dr. Francisco Sanz
Herrero del Servicio de Neumologia del Consorci Hospital General
Universitari de Valencia y que ha sido ya evaluado y aprobado por el
Comité Etico y de Investigacién Clinica del Consorci Hospital General

Universitari de Valencia.

Antecedentes

Existen estudios que demuestran que esas moléculas genéticas
llamadas microRNAs pueden tener un papel en el diagnéstico y prondstico
de las complicaciones graves de una infeccién. Esto permitiria un rapido
diagnoéstico de las complicaciones para establecer las medidas de

tratamiento mas adecuadas.

;Cuadl es el objetivo de este estudio?

El objetivo de este estudio es averiguar si la deteccion de microRNAs en
una muestra de sangre de un paciente ingresado por neumonia por
neumococo puede predecir el desarrollo de complicaciones en relacién a

dicha enfermedad.
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(Por qué se le ha pedido que participe?

Se le pide su participaciéon en este estudio ya que se encuentra
hospitalizado por una neumonia causada por una bacteria llamada
neumococo (Streptococcus pneumoniae) y aprovechando la extraccion de
sangre para la realizacion de andlisis como parte del manejo hospitalizado
de su enfermedad, se reservard una pequefia cantidad para efectuar las

determinaciones de microRNA.

(En qué consiste su participacion? ;Qué tipo de pruebas o

procedimientos se le realizaran?

Se le solicita permiso para utilizar con fines cientificos una muestra de

sangre mediante una puncién venosa.

La participacion en el presente proyecto no supone ninguna alteracion
del tratamiento que esté llevando (si lo tiene) y todo tratamiento que se le
pueda poner a partir de los estudios clinico-bioquimicos que se le realicen

serd siempre bajo criterio médico.

;Cuadles son los riesgos generales de participar en este estudio?

La extraccion de sangre, que se efectuara en ayunas en las dependencias
del Consorci Hospital General Universitari de Valéncia. El riesgo previsible
de su participacién dnicamente sera el minimo riesgo que conlleva la
extraccion de una muestra de sangre, que incluye molestias, dolor,
enrojecimiento e hinchazén y/o pequefios hematomas en el lugar del brazo
donde se ha producido la extraccidn, sin ser diferentes de cualquier andlisis

de sangre habitual.
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;Cuales son los beneficios de la participacion en este estudio?

Mediante este estudio se pretende avanzar el en diagnostico precoz de
las complicaciones que se relacionan con la neumonia causada por
neumococo (insuficiencia respiratoria, sepsis, derrame pleural) mediante
un sencillo analisis de sangre para determinar unas moléculas
denominadas microRNAs. Con estos datos, los investigadores podriamos
demostrar que es posible diagnosticar de manera precoz a aquellos
pacientes enfermos de neumonia que pueden complicarse y ello permitiria
adelantarse al tratamiento de esas complicaciones mejorando el

prondstico y supervivencia de este tipo de neumonia.

Si usted decide participar en el estudio, debera firmar este
consentimiento, en el que se establece que acepta voluntariamente

participar y que ha leido y entendido la informacién proporcionada.

¢Qué pasara si decido no participar en este estudio?

Su participacién en este estudio es totalmente voluntaria. En caso de
que decida no participar en el estudio, esto no modificara el trato y
seguimiento que de su enfermedad realicen ni su médico ni el resto del
personal sanitario que se ocupa de su enfermedad. Asi mismo, podra
retirarse del estudio en cualquier momento, sin tener que dar

explicaciones.

(A quién puedo preguntar en caso de duda?

Es importante que comente con cualquiera de los investigadores de este
proyecto los pormenores o dudas que surjan antes de firmar el

consentimiento para su participacion.
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Asi mismo, podra solicitar cualquier explicacion que desee sobre
cualquier aspecto del estudio y sus implicaciones a lo largo del mismo
contactando con el investigador principal del proyecto, el Dr. Francisco

Sanz Herrero en el teléfono 96 313 18 00 (ext. 437316).

Confidencialidad

Todos sus datos, asi como toda la informacién médica relacionada con
su enfermedad sera tratada con absoluta confidencialidad por parte del
personal encargado de la investigacion. Asi mismo, si los resultados del
estudio fueran susceptibles de publicacién en revistas cientificas, en
ningin momento se proporcionaran datos personales de los pacientes que

han colaborado en esta investigacion.

Tal y como contempla la Ley de Proteccion de Datos de Caracter
Personal, podra ejercer su derecho a acceder, rectificar o cancelar sus datos

contactando con el investigador principal de este estudio.

(Qué pasara con las muestras bioldgicas obtenidas durante la

investigacion?

Durante su participacion en este estudio, se le extraera una muestra de
sangre. Estas muestras serdn siempre utilizadas con fines cientificos y
Unicamente para la realizacion de este proyecto de investigacidn,

garantizando el total anonimato.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO POR ESCRITO DEL ESTUDIO

Perfil de microRNAs y desenlaces desfavorables en la neumonia

comunitaria hospitalizada causada por Streptococcus pneumoniae

Yo,

He leido la hoja de informacién del estudio que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.
He recibido respuestas satisfactorias a mis preguntas.

He recibido suficiente informacién sobre el estudio.

Doy mi consentimiento, tras haber sido informado por el médico

Dr/Dra a que los datos que

se recojan de mi historia clinica sean utilizados para este proyecto de

investigacion.

Mediante este acto usted es consiente el uso de sus muestras en relacién

con este proyecto de investigacidon.

Comprendo que mi participacion es voluntaria y que puedo retirarme

del estudio:

1.- Cuando quiera.
2.- Sin tener que dar explicaciones.

3.- Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Y presto libremente mi conformidad para participar en este estudio.
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Asimismo, se me ha informado de que no se realizara en el manejo de
mi enfermedad ningun tipo de procedimiento terapéutico diferente al

normalmente empleado.

Fecha: Firma:
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