W
B &
7\

+

=

UNIVERSITAT be

BARCELONA

Influencia del estado de inmunocompetencia
en la presentacién y prondstico en pacientes
hospitalizados por neumonia adquirida
en la comunidad

Raul Mendez Ocaiia

OMOM

Aquesta tesi doctoral esta subjecta a la llicencia Reconeixement 4.0. Espanya de Creative
Commons.

Esta tesis doctoral esta sujeta a la licencia _Reconocimiento 4.0. Espafa de Creative
Commons.

This doctoral thesis is licensed under the Creative Commons Attribution 4.0. Spain License.




||| UNIVERSITATbe
i+ BARCELONA

Programa de Doctorado en Medicina e Investigacion Traslacional

TESIS DOCTORAL

INFLUENCIA DEL ESTADO DE INMUNOCOMPETENCIA EN
LA PRESENTACION Y PRONOSTICO EN PACIENTES
HOSPITALIZADOS POR NEUMONiA ADQUIRIDA EN LA
COMUNIDAD

Tesis Doctoral presentada por Rail Méndez Ocaiia para optar al

Grado de Doctor en Medicina de la Universidad de Barcelona

Directores:
Dra. Rosario Menéndez Villanueva
Hospital Universitari 1 Politecnic La Fe (Valencia)
Prof. Dr. Antoni Torres Marti

Hospital Clinic de Barcelona (Barcelona)

Barcelona 2021






AUTORIZACION DEL DIRECTOR DE LA TESIS DOCTORAL

La Dra. Rosario Menéndez Villanueva, Jefa de Seccion del Servicio de

Neumologia del Hospital Universitari i Politécnic La Fe de Valencia.

CERTIFICA:

Que la Tesis Doctoral que lleva por titulo “Influencia del estado de
inmunocompetencia en la presentaciéon y pronostico en pacientes hospitalizados por
neumonia adquirida en la comunidad”, presentada por Ratl Méndez Ocafia para optar
al grado de Doctor en Medicina, ha sido realizada bajo mi supervision y cumple con

los requisitos establecidos para ser juzgada por el tribunal correspondiente.

Para que quede constancia a los efectos oportunos, firmo la presente en

Barcelona, Febrero de 2021.

Dra. Rosario Menéndez Villanueva






AUTORIZACION DEL DIRECTOR DE LA TESIS DOCTORAL

El Prof. Antoni Torres Marti, Jefe de Secciéon y médico consultor senior de la

Unidad de Vigilancia Intensiva Respiratoria del Hospital Clinic de Barcelona.

CERTIFICA:

Que la Tesis Doctoral que lleva por titulo “Influencia del estado de
inmunocompetencia en la presentaciéon y pronostico en pacientes hospitalizados por
neumonia adquirida en la comunidad”, presentada por Ratl Méndez Ocafia para optar
al grado de Doctor en Medicina, ha sido realizada bajo mi supervision y cumple con

los requisitos establecidos para ser juzgada por el tribunal correspondiente.

Para que quede constancia a los efectos oportunos, firmo la presente en

Barcelona, Febrero de 2021.

Prof. Antoni Torres Marti






INDICE

e Agradecimientos
e Presentacion
e Introduccion
e Hipotesis y objetivos
o Hipotesis del estudio 1y 2
o Objetivos del estudio 1y 2
e Resultados. Publicaciones originales
o Articulo 1. Lymphopenic Community Acquired Pneumonia (L-CAP),
an Immunological Phenotype Associated with Higher Risk of Mortality
o Articulo 2. Lymphopenic Community-Acquired Pneumonia Is
Associated to Dysregulated Immune Response, Increased Severity, and
Mortality
e Discusion
e Conclusiones

e Publicaciones relacionadas

e Bibliografia






AGRADECIMIENTOS

La presente Tesis Doctoral no habria podido realizarse sin el apoyo de grandes
personas y profesionales. Es por este motivo que quiero transmitirles toda mi
admiracion y agradecimiento.

En primer lugar, a mis directores de tesis. En especial a la Dra. Rosario
Menéndez Villanueva. A lo largo de estos afos he tenido la suerte y el privilegio de
aprender de ella todo lo que sé de investigacion. Su confianza y apoyo incondicional
me han ayudado siempre. Todo un ejemplo a seguir. Al Dr. Antoni Torres Marti. Es un
honor contar con su confianza en esta tesis y aprender de sus sabios consejos.

En segundo lugar, todo mi agradecimiento a mis compaiieras del grupo de
investigacion de Infecciones Respiratorias a lo largo de todos estos afios: Luz, Ana,
Alba, Alex e Isa que me han ayudado siempre en este camino. A todos mis compafieros
del Servicio de Neumologia del Hospital Universitario y Politécnico La Fe de Valencia,
en especial a Bea, Sole, Paula y Laura.

A mis padres y hermano. Por cuidarme, quererme tal y como soy y ser el mejor
ejemplo posible. Por su bondad. Por ensefiarme el valor del trabajo y el esfuerzo. Por
su apoyo incondicional.

A mi mujer Sussy. Por estar siempre a mi lado y apoyarme en todo. Por su
carino y amor. Por la familia que estamos formando y la felicidad que me da dia a dia.

A mi hijo Nicolas. Por venir a iluminar mi vida.

Gracias.



10



PRESENTACION

La presente tesis doctoral, realizada por compendio de publicaciones, esta
estructurada de acuerdo a la normativa del programa de Doctorado de la Universidad
de Barcelona y aprobada por la comision de Doctorado de la Facultad de Medicina en
Febrero de 2021.

Los estudios que forman parte de este trabajo son el resultado de una linea de
investigacion llevada a cabo durante los ultimos afios sobre neumonia adquirida en la
comunidad (NAC). La linea de investigacion se ha centrado principalmente en la
inmunocaracterizacion de la NAC. Este es un aspecto clave para estadificar de acuerdo
al prondstico e identificar potenciales dianas terapéuticas en la NAC. El conocimiento
sobre la participacion del sistema inmune en la NAC es clave para fenotipar y realizar
una aproximacion terapéutica cada vez mas personalizada en el futuro. Esta linea ha
dado lugar principalmente a dos manuscritos originales, publicados en revistas de
impacto internacional, y eje central de esta tesis, asi como a otras publicaciones
relacionadas. Estas revistas pertenecen al primer decil (articulo 1) y primer cuartil
(articulo 2) respectivamente, y tienen un factor de impacto acumulado de 5.736 y 4.842

segun el Journal Citation Report® (2019 JCR®. Clarivate Analytics 2020).
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INTRODUCCION
Epidemiologia

La neumonia adquirida en la comunidad (NAC) es todavia a dia de hoy una
patologia muy frecuente. La NAC cuenta con una incidencia en torno a 3-11 casos por
1000 habitantes al afio (1). Es mas, las infecciones del tracto respiratorio inferior se
mantienen como primera causa infecciosa de muerte en el mundo segin datos del
Global Burden of Disease Study (GBD) con 2.74 millones de muertes en 2015 (2). Esto
es asi tanto en paises subdesarrollados como en los paises desarrollados. La mortalidad
por NAC hospitalizada en los paises desarrollados se encuentra alrededor del 4-14% y
asciende a mas del 20% en la NAC grave (con ingreso en una Unidad de Cuidados
Intensivos) (3). En Espafia la neumonia fue la causa de defuncién que mas aument6
entre 2014 y 2015 con un incremento del 20.9% segtn datos del informe de 2017 de
‘Defunciones segun la causa de muerte’ del Instituto Nacional de Estadistica. Cabe
destacar también, no solo los negativos datos de mortalidad sino también los costes
econdmicos y la importante morbilidad generada. Las infecciones del tracto respiratorio
generan 103 millones de afios de vida perdidos ajustados por discapacidad a nivel
mundial (2). Las complicaciones secundarias a la NAC que requiere ingreso
hospitalario aparecen principalmente durante la fase aguda, es decir, durante la
hospitalizacion. Entre ellas, algunas de las mas frecuentes y graves son las
cardiovasculares (4). Sin embargo, esta morbimortalidad que destaca principalmente
en la fase aguda, persiste incluso afios después de haber superado una NAC por lo que
la magnitud del problema se perpetua en el tiempo (5). Asi pues, hablamos de una
patologia con un importante impacto a corto y largo plazo, y con unos costes

econdmicos directos asociados por hospitalizacion elevados que ya en 2004 suponian
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en torno a los 1553 €, todo ello sin tener en consideracion los costes econdmicos
indirectos secundarios (3).

La NAC es la segunda causa de sepsis a nivel mundial y la de mayor mortalidad
(6). Mas de un tercio de los casos de NAC hospitalizada se presentan con sepsis al
diagnostico (7). La presencia de sepsis, que implica el fracaso de uno o més 6rganos
(8), determina la aparicion de un mayor nimero de complicaciones y un peor
prondstico. Tanto es asi que a mayor niumero de 6rganos que fracasan en la NAC, existe
un riesgo creciente de mortalidad (9). Este grupo de pacientes en ocasiones es
dificilmente identificable de manera precoz. Es por ello que este hecho es reconocido
como una prioridad para mejorar la atencion en la NAC.

De hecho, la mortalidad por NAC y sepsis no ha descendido de forma
significativa a pesar del arsenal terapéutico y del mejor manejo con normativas
permanentemente actualizadas (10). La NAC con sepsis grave continua siendo un reto
para el clinico. Esto centra la atencion en nuevas perspectivas en el manejo de la NAC.
Una perspectiva a estudio es la adecuada respuesta del paciente frente a la infeccion.
En la ultima década se ha abierto una linea de investigacion enfocada a profundizar en
esta respuesta como un factor clave en identificar de manera precoz aquellos episodios
mas graves para modificar el desenlace de la enfermedad. Sin embargo, actualmente no
existen estudios suficientes que ayuden a evitar las importantes complicaciones, el mal

pronostico y la elevada mortalidad que la NAC asocia en muchos casos.

Respuesta del huésped
La variabilidad individual y la inmunopatogénesis de la NAC ponen de
manifiesto la gran complejidad de esta patologia (11). La medicina de precision y el

tratamiento individualizado ha supuesto grandes avances en otros campos como es en
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el caso del cancer (12). En la NAC, el objetivo es avanzar en esta direccion. Para ello
es de vital importancia ampliar y mejorar el conocimiento disponible y aclarar las
lagunas existentes en la susceptibilidad del huésped, su respuesta y las consecuencias
clinicas en el mismo (13). La respuesta del huésped es una de estas areas de interés. Las
actuales lineas de investigacion se encaminan a esclarecer la posible disfuncion
inmunologica del huésped con el objetivo de mejorar la supervivencia del paciente en
ultima instancia. Establecer fenotipos prondsticos segun la respuesta inmune del
huésped nos va a ayudar a mejorar la comprension de su fisiopatologia, asi como
identificar potenciales dianas terapéuticas sobre las que intervenir y, por tanto,
optimizar su abordaje terapéutico.

Algunas de las estrategias que han pretendido mejorar el manejo de la NAC
incluyen el uso de los biomarcadores. Es el caso de la proteina C-reactiva (PCR), la
procalcitonina (PCT) o la interleukina 6 (IL-6), entre otros (14). Estos y otros
biomarcadores permiten optimizar la evaluacion prondstica en la NAC. Otro enfoque
ha sido el analisis de la respuesta inmune innata frente a la infeccion. De una manera
simple, el huésped reconoce a los microorganismos mediante los Toll-like receptors
(TLRs) y es capaz a través de células mieloides, fundamentalmente neutréfilos, células
dendriticas y macréfagos, de iniciar una activacion de otras células y de la produccion
de citocinas (Figura 1). De esta interaccion pueden resultar escenarios muy distintos: el
aclaramiento del microorganismo, la apariciéon de una infeccion e incluso una sepsis
grave. Las bases fisiopatologicas que explican el desarrollo de sepsis no estan
plenamente establecidas. La hipdtesis mas extendida es que se genera una excesiva
respuesta del huésped capaz de provocar una “tormenta de citocinas” con alteraciones
del sistema inmune (15). Este escenario puede provocar dafio endotelial, favoreciendo

el fallo multiorgénico y un desenlace fatal (9, 16). Las lineas de investigacion se han
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dirigido a profundizar en la relacion entre este patrén de citocinas, la respuesta
inflamatoria del huésped y su impacto tanto en la presentacion inicial como en el
pronostico. Asi, estudios previos muestran que un aumento inicial de citocinas (IL-6,
IL-8 e IL-10) y su persistencia a las 72 horas se asocia al fracaso terapéutico y la
progresion de la NAC (17). Estos resultados son consistentes con los de Kellum y
colaboradores que demostraban una mayor concentracion de citocinas en la NAC con

sepsis (18).

Figura 1. Activacion de la respuesta inmune (creado con BioRender).

Asi pues, hasta el momento los estudios previos se han centrado principalmente
en la respuesta inflamatoria y la inmunidad innata de la NAC. La respuesta inmune

adquirida en la NAC no ha sido plenamente estudiada. Hasta el momento todos los
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estudios de inmunidad adquirida se centran en la sepsis y el shock séptico de cualquier
origen (19). Tan solo algunos estudios en neumonia habian aportado informacion sobre
la respuesta humoral por inmunoglobulinas pero raramente sobre la mediada por células
(20). Otros trabajos llevados a cabo recientemente han ahondado en la respuesta inmune
del huésped. Davenport y colaboradores realizaron un estudio prospectivo con andlisis
transcriptomico en pacientes con sepsis debido a NAC en el que identificaron dos
firmas genéticas denominadas SRS (sepsis response signature) (21). La primera de ellas
(SRS1) estd asociada a un fenotipo con caracteristicas de inmunosupresion que incluye,
entre otros rasgos, el agotamiento de las células T y una regulacion negativa del
antigeno de superficie HLA (Human Leukocyte Antigen) caracterizada por una mayor
mortalidad a los 14 dias. Por su parte, en un estudio en sepsis realizado por Scicluna y
colaboradores, y también mediante el andlisis de expresion génica los autores
identificaron 4 endotipos denominados MARS (Molecular Diagnosis and Risk
Stratification of Sepsis) con una respuesta caracteristica del huésped en el que el
endotipo MARS 1 presentaba peor prondstico a 28 dias (22). Existen otros trabajos que
evaltian por ejemplo el papel de la fraccion soluble de CD14 (presepsina) o la expresion
en los monocitos de HLA-DR (human leukocyte antigen-DR) (23, 24).

Frente a estas aproximaciones tan complejas y costosas basadas en distintas
técnicas omicas hay que darle valor a otras técnicas mucho mas sencillas y accesibles
para los clinicos. El valor de un simple leucograma apenas ha sido explorado en la
NAC. Los linfocitos son los principales actores de la respuesta inmune adquirida del
huésped frente a una agresion como es el caso de la NAC. Las células linfocitarias se
clasifican a su vez en linfocitos T (entre los que destacan las células CD4" y las células

CD8"), linfocitos B (CD19") y células Natural Killer (Figura 2). Estas células son
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responsables de la respuesta inmune adquirida celular y a su vez de la respuesta humoral

mediada en gran parte por inmunoglobulinas y citocinas.

Linfocitos

Natural killer Linfocito T (CD4* y CD8") Linfocito B (CD19")

Figura 2. Células linfocitarias (creado con BioRender).

Implicaciones en la NAC

La informacién disponible en la actualidad sobre NAC con sepsis evidencia un
claro aumento de citocinas tanto a nivel sistémico como a nivel local en el pulmon, si
bien se desconoce el curso o evolucion de la respuesta celular adquirida. Los estudios
en sepsis, en pacientes y en modelos animales, muestran que hay una importante
alteracion de esta respuesta con presencia de apoptosis de células T, lo cual influye
negativamente en el prondstico (25). No obstante, se desconoce el grado de
participacion de las distintas series celulares y la posibilidad de que un desequilibrio
entre ellas contribuya a la resolucion adecuada o no del episodio de infeccion. Es de

prever que los cuadros mas graves de NAC o que desarrollan una mala respuesta sea
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debido a una respuesta inmune inadecuada por un desequilibrio entre los procesos
inflamatorios y antinflamatorios.

Teniendo en cuenta que los estudios actuales son escasos, mejorar el
conocimiento del papel del estado de la respuesta adquirida o inmunocompetencia del
paciente nos abre una ventana a identificar posibles dianas terapéuticas y merece
nuestra atencion. La integracion y aplicacion de la informacion obtenida en los estudios
de inmunologia en la NAC de mayor gravedad y con posible evolucion al fracaso
permitird conocer de forma global los factores que participan en la fisiopatologia de la
NAC grave con objeto de mejorar el prondstico de forma precoz y aplicar un
tratamiento individualizado adaptado a la respuesta inmune del paciente y el momento

evolutivo de la infeccion con mayor beneficio en aquellos de mayor gravedad.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis estudio 1

La neumonia adquirida en la comunidad sigue presentando una importante
morbimortalidad a nivel mundial. Tal y como sucede en otras patologias, es plausible
que un tratamiento personalizado mejorara el prondstico a corto y largo plazo de esta
infeccion. Para ello es necesario caracterizar e identificar aquellos pacientes que se
puedan beneficiar de un tratamiento especifico. Hasta el momento se han utilizado
técnicas basadas en el transcriptoma, o los biomarcadores. Sin embargo, la utilizacion
de un simple leucograma como alternativa accesible y barata a las técnicas omicas,
puede ser de gran utilidad para caracterizar e identificar fenotipos en la neumonia
adquirida en la comunidad en funcion de la respuesta inmune adquirida/adaptativa del

huésped.

Hipotesis estudio 2

La linfopenia ha sido identificada como un factor de riesgo independiente para
mortalidad a los 30 dias en la neumonia adquirida en la comunidad tal y como se
demuestra en el estudio 1. Sin embargo, se desconoce la influencia de las distintas
poblaciones linfocitarias en el prondstico de la neumonia. Tampoco se ha estudiado si
el recuento de linfocitos totales y/o el recuento de las distintas series linfocitarias
afectan a la respuesta humoral mediada por inmunoglobulinas y a la respuesta
inflamatoria mediada por citocinas. Es factible que la linfopenia, marcador de respuesta
inmune alterada y de peor prondstico, se relacione también con una mayor respuesta
inflamatoria sistémica y una respuesta humoral mediada por inmunoglobulinas

deficiente.
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Objetivos estudio 1

Inmunocaracterizar la neumonia adquirida en la comunidad e identificar
inmunofenotipos con peor prondstico susceptibles de recibir tratamiento
personalizado en el futuro.

Evaluar el papel potencial del recuento de linfocitos y de neutrofilos en sangre
como biomarcadores de mortalidad al diagndstico de la neumonia adquirida en
la comunidad en pacientes inmunocompetentes que requieren ingreso

hospitalario.

Objetivos estudio 2

Caracterizar los inmunofenotipos de neumonia adquirida en la comunidad
linfopénica (L-CAP) y no linfopénica.

Evaluar el papel de cada una de las poblaciones linfocitarias en la gravedad
inicial y el prondstico de la neumonia adquirida en la comunidad.

Analizar el patron inflamatorio asociado a la L-CAP mediante el analisis de
citocinas sistémicas.

Analizar la respuesta humoral mediada por inmunoglobulinas asociado a la L-

CAP.
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RESULTADOS. PUBLICACIONES ORIGINALES
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DISCUSION

Los principales resultados de la presente Tesis Doctoral se centran en la utilidad
prondstica del hemograma inicial, en particular de los linfocitos, en la neumonia
adquirida en la comunidad (NAC, o CAP por sus siglas en inglés) y la caracterizacion
de un inmunofenotipo en la NAC con mayor gravedad inicial, distinta respuesta
inflamatoria y peor pronostico.

Los hallazgos mas importantes del primer estudio son: i) mas del 50% de los
pacientes hospitalizados por NAC no inmunodeprimidos presentan linfopenia (< 1000
linfocitos/mm?) al ingreso; ii) el recuento bajo de linfocitos al ingreso se asocia con un
mayor riesgo de muerte a los 30 dias; iii) en particular, cifras inferiores a 724
linfocitos/mm? (en adelante Lymphopenic-CAP o L-CAP) confieren un riesgo de morir
a los 30 dias de casi el doble (odds ratio de 1.93 y 1.86 en las cohortes de derivacion y
validacion, respectivamente) respecto a aquellos pacientes con cifras superiores a 724
linfocitos/mm?; iv) por ultimo, afiadir la linfopenia a la escala CURB-65 mejora la
capacidad prondstica de su version original.

Por su parte, los hallazgos mas importantes del segundo estudio son: i) la
linfopenia en la L-CAP est4d acompafiada por un descenso de todas las subpoblaciones
linfocitarias, con una caida mas marcada de los linfocitos CD47; ii) la L-CAP se asocia
con una presentacion inicial méas grave y una respuesta inmune alterada (mayor
respuesta inflamatoria sistémica y niveles mas bajos de inmunoglobulinas); iii) por
ultimo, un descenso en el recuento de los linfocitos CD4" es factor de riesgo
independiente de muerte a los 30 dias en la NAC en comparacion con el resto de series
linfocitarias.

Tanto en el primer estudio (en la cohorte de derivacion multicéntrica y en la

cohorte de validacion unicéntrica) como en el segundo, mas de un 50% de los pacientes
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presentaron linfopenia (< 1000 linfocitos/mm?) al ingreso y mas de un 30% mostraron
incluso un recuento inferior a 724 linfocitos/mm?. Estas cifras tan elevadas, aunque
llamativas, son consistentes con la literatura previa. En un estudio previo con mas de
3000 pacientes, los autores hallaron casi un 50% de pacientes con linfopenia (26). En
otro estudio con 2155 pacientes con NAC, un 25% de los pacientes presentaban un
recuento inferior a 700 linfocitos/mm? (27). Sin embargo, a pesar de constatar cifras
similares en estudios previos, hasta el momento no se habia evaluado correctamente la
frecuencia y el papel prondstico de la linfopenia en la NAC en pacientes no
inmunodeprimidos. Recientemente, tras la apariciéon del nuevo coronavirus SARS-
CoV-2y la enfermedad que causa (COVID-19), ha quedado patente la importancia de
la linfopenia en determinar su gravedad y prondstico (28-30). Si bien es cierto que se
trata de una enfermedad con caracteristicas propias, la COVID-19 representa una
variante de neumonia adquirida en la comunidad causada por un nuevo virus. En el
caso de la COVID-19 multiples trabajos han demostrado el importante papel prondstico
de la linfopenia tal y como demostramos en la NAC (31).

En ambos estudios de la presente Tesis Doctoral se encuentra una mayor
frecuencia de linfopenia en aquellos pacientes con mayor gravedad inicial, aquellos que
desarrollan mas complicaciones, fracaso terapéutico o muerte. Los origenes de esta
linfopenia no estan totalmente aclarados y se desconoce si son causa o consecuencia de
la neumonia. Entre las hipdtesis posibles mas importantes se encuentran: 1) una
produccion deficiente de los mismos, 2) un aumento de la apoptosis, 3) la adhesion al
endotelio vascular y 4) la migracion o el secuestro con compartimentalizacion de los
linfocitos en el 6érgano diana (32-34).

La serie celular de CD4" es la mas afectada en este inmunofenotipo L-CAP. Los

linfocitos CD4" son probablemente la célula mas importante de la respuesta inmune
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adquirida y se encargan de la correcta maduracion y transformacion de los CD8* en
células de memoria junto con las células B (35, 36). Un descenso en su numero puede
conducir a una respuesta inmune adquirida alterada. Nuestros hallazgos muestran que
mas del 40% de los pacientes al diagndstico y mas del 75% de los que fallecieron tenian
un recuento celular de CD4" inferior a 350 células/mm?. Esta cifra se corresponde al
criterio inmunoldgico de sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) en aquellos
pacientes con infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (37). A
pesar de que ambas infecciones no son homologables, se desconoce que grado de
inmunosupresion confiere un recuento tan bajo en la neumonia en pacientes, a priori,
inmunocompetentes. Ademas, en un estudio en infecciones nosocomiales de distinto
origen, se objetivd un mayor descenso de las células CD4" en neumonias asociadas al
ventilador comparado con otras infecciones hospitalarias (38). Esto muestra la
especificidad de organo de la respuesta inmune, en particular en las infecciones
respiratorias.

Por su parte, los pacientes con NAC que fallecieron también presentaron un
descenso mas marcado de CDS8* al diagnostico. Este hecho se ha relacionado
previamente con una mayor susceptibilidad a infecciones secundarias y su estimulacion
en modelos animales de sepsis ha demostrado un aumento de la supervivencia (39, 40).
En cuanto a los linfocitos B, no hubo diferencias entre los supervivientes y los
fallecidos. En estudios previos en sepsis se han encontrado hallazgos similares. Cuando
se analizaban las subpoblaciones de linfocitos B (CD23", CD80" o CD95") los
resultados mostraban diferencias entre ellas (41). Por ultimo, una caida en el nimero
de las células Natural Killer se ha asociado a una respuesta inmune deficiente en
pacientes con inmunodeficiencia comun variable y en modelos murinos de neumonia

(42, 43),
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En el segundo estudio publicado se encuentra una mayor hipercitoquinemia de
marcadores pro- (IL-8, G-CSF o MCP-1) y anti-inflamatorios (IL-10) en aquellos
pacientes con linfopenia. Estudios previos en sepsis han relacionado la
hipercitoquinemia con un peor prondstico (44). De esta forma se comprueba que un
recuento bajo de linfocitos se correlaciona con una respuesta inflamatoria alterada
determinando un escenario clinico para el paciente mas desfavorable. Ademas, los
pacientes con L-CAP presentaron niveles bajos de inmunoglobulinas, principalmente
de IgG y en particular de IgG2 que es la inmunoglobulina responsable de detectar los
antigenos capsulares de polisacaridos bacterianos (45). Niveles de IgG2 inferiores a
301 mg/dL se han relacionado con un peor pronostico en la NAC (46). En nuestro
estudio, mas de la mitad de los pacientes con L-CAP testados para inmunoglobulinas
presentaron niveles de IgG2 por debajo de dicho umbral.

Las infecciones viricas son capaces de inducir linfopenia en muchos casos a
través de una respuesta mediada por los interferones tipo I (47, 48). Si bien en el
segundo articulo, donde se caracteriza el perfil de los pacientes con linfopenia, el
porcentaje de pacientes con linfopenia entre las neumonias viricas fue un poco mas alto
(15.2% de los pacientes), no se alcanzaron diferencias significativas. Una de las
posibles explicaciones es que el diagnoéstico microbiologico se ajustd a las guias
clinicas, que no recomiendan un cribado sistematico para virus fuera de la época
epidemioldgica de la gripe. Sin embargo, es muy probable que exista un
infradiagndstico de las infecciones viricas ya que pueden representar hasta un 27% en
la NAC cuando se implementan estudios microbioldgicos especificos para su

determinacion (49).
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Consecuencias e implicaciones clinicas

El leucograma es un biomarcador sencillo, rdpido y asequible en cualquier
ambito asistencial hospitalario a diferencia de lo que ocurre con otros biomarcadores.
Existen biomarcadores que han demostrado utilidad pronostica en la NAC pero debido
a factores como la complejidad en el andlisis o interpretacion de los resultados, su
precio o su fiabilidad, han socavado su implantacion en la practica clinica diaria (50—
55).

La inmunocaracterizacion de la neumonia tiene importantes implicaciones
clinicas. La L-CAP, un inmunofenotipo con peor pronostico, podria beneficiarse de una
estrategia terapéutica personalizada. En los ultimos afios, la aparicion de nuevos
antibidticos no ha demostrado superioridad (tan solo no inferioridad) respecto a la
practica clinica habitual con la excepcion de la ceftarolina (56, 57). Junto al tratamiento
antibidtico, otras estrategias encaminadas a modular la respuesta inmune han sido
exploradas como los corticoides o las estatinas con resultados diversos. Es probable
que estos tratamientos no antibidticos no se adapten a la aproximacion one-size-fits-all.
La identificacion de una poblacion diana mas vulnerable como los pacientes L-CAP,
permitiria disefiar ensayos clinicos con tratamientos encaminados a modular la
respuesta inmune en pacientes mas susceptibles a estos tratamientos. Tal y como ha
sucedido en las ultimas décadas en el tratamiento del cancer (58), la inmunoterapia
probablemente permitira en el futuro establecer tratamientos adyuvantes y alcanzar un
abordaje terapéutico personalizado en la sepsis en general y en la NAC en particular
(59). De hecho, ya existen tratamientos experimentales dirigidos a expandir el recuento
de linfocitos o modular su funcién (60). Entre algunos de los inmunoadyuvantes mas
prometedores se encuentran la IL-7 y el anti-PD-1 (anti-programmed cell death 1

antibody) que son capaces de incrementar la produccion de linfocitos y mejorar su
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funcion en pacientes sépticos (61, 62). Recientemente, en un ensayo clinico fase 2 en
27 pacientes (entre ellos 9 pacientes con neumonia) con shock séptico se utilizd la
linfopenia para identificar y seleccionar aquellos pacientes con una respuesta inmune
alterada y el endpoint primario fue precisamente revertir la linfopenia. En este ensayo
clinico, el tratamiento con IL-7 humana recombinante demostrd ser seguro y efectivo
en restituir la pérdida de linfocitos, principalmente de células T CD4" y CD8", aumentar
la activacion de las células T y, por tltimo, favorecer la migracion de las células CD4*
y CD8" al lugar de la infeccion (63). Evidentemente estas nuevas herramientas
terapéuticas no serdn beneficiosas para todos los pacientes, es por ello que cobra una

gran importancia la correcta inmunocaracterizacion de los pacientes en fases iniciales.

Limitaciones

La principal limitacién del primer estudio es su caracter retrospectivo. De
hecho, esto impide que los hallazgos se hayan podido ajustar por variables confusoras
como el estado nutricional o el indice de masa corporal entre otras. Desconocemos si
estas caracteristicas podrian haber influido en los hallazgos del trabajo. Otra limitacion
es la ausencia de datos sobre las principales subpoblaciones linfocitarias (CD4*, CDS8",
CD19" y Natural Killer). Sin embargo, este hecho queda resuelto con los hallazgos del
segundo estudio donde se evalia especificamente el papel de las distintas
subpoblaciones linfocitarias en la L-CAP. Por ultimo, el porcentaje de neumonias
viricas es relativamente bajo (no tanto en el segundo estudio) debido a las razones
previamente comentadas. La realizacion de pruebas microbioldgicas se ajust6 a las
normativas vigentes, que tan solo recomendaban la deteccion de virus respiratorios en
periodos epidémicos (1). Son necesarios estudios prospectivos con un disefio que

incluyan una busqueda sistemdatica microbioldgica completa, asi como la realizacion de
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pruebas de alta sensibilidad para poder conocer el impacto real de la etiologia
microbioldgica en la linfopenia.

En relacion al segundo articulo, como principal limitacion cabe destacar que se
trata de un estudio unicéntrico. Futuros estudios en otros centros deben confirmar estos
hallazgos. El andlisis detallado de otras subpoblaciones linfocitarias como las Treg 0
subtipos de células B (CD23*, CD80* 0 CD95") entre otras, no ha sido abordado en los
presentes trabajos por lo que sus implicaciones en la NAC estan por dilucidar. Ademas,
la posterior monitorizacion de la evolucion de las subpoblaciones linfocitarias —a los 4
dias— se realizé en un menor porcentaje de pacientes. Un analisis mas profundo en este
sentido es necesario para una adecuada comprension de la cinética celular en el tiempo
y su relacion con el prondstico. Por ultimo, la determinacién de los niveles de
inmunoglobulinas se realiz6 en un subgrupo de pacientes y no se pudo evaluar su papel

pronostico.
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CONCLUSIONES

Las conclusiones de esta Tesis Doctoral responden a los objetivos que

motivaron la investigacion original:

Estudio 1

1.

El recuento de linfocitos al ingreso es un biomarcador pronostico de mortalidad
en la NAC en pacientes no inmunodeprimidos. Su adiciéon al CURB-65 (CURB-
65L) mejora el valor prondstico de esta escala. Este biomarcador es barato y
facilmente accesible para los clinicos, siendo una herramienta util tanto para

una evaluacion inicial, como para la monitorizacioén de este tipo de pacientes.

2. El recuento de linfocitos permite inmunocaracterizar la neumonia adquirida en
la comunidad. La neumonia linfopénica (L-CAP) es un inmunofenotipo con
peor prondstico, susceptible de una aproximacion terapéutica individualizada
en el futuro.

Estudio 2

1. La L-CAP se asocia a una mayor gravedad inicial con rasgos de una respuesta
inmune alterada caracterizada por mayor inflamacion sistémica y niveles bajos
de inmunoglobulinas.

2. Los pacientes con L-CAP presentan un bajo recuento de todas las poblaciones
linfocitarias, siendo mas marcado en los CD4".

3. Un bajo recuento de las células CD4" se asocia a un peor pronoéstico de la

neumonia ajustado por edad, género y CURB-65.
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En resumen, los resultados de esta Tesis Doctoral suponen un avance en la
inmunocaracterizacion de la neumonia adquirida en la comunidad. Aportan nuevas
herramientas prondsticas rapidamente disponibles para los clinicos. Ademas, los
hallazgos permiten identificar una poblacion susceptible de un manejo clinico
personalizado. Por ultimo, los resultados apoyan el desarrollo futuro de ensayos

clinicos encaminados a regular la respuesta inmune.
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