UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACEUTICAS

Polimorfismos y expresion génica de IRAK-4 e IRAK-M como
marcadores de gravedad de la neumonia adquirida en la
comunidad en adultos chilenos

Tesis presentada a la Universidad de Chile para optar al grado de
Magister en Bioquimica area de Especializacion en Toxicologiay
Diagnostico Molecular y Memoria para optar al Titulo de

Bioquimico por:

ARIEL ALEXIS TOLEDO GOMEZ

Directoras de Tesis: Dra. Sandra Ampuero Llanos
Dra. Vivian Luchsinger Farias

Programa de Virologia, ICBM, Facultad de Medicina, Universidad de
Chile

Santiago-CHILE
Abril 2021



UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACEUTICAS

INFORME DE APROBACION DE TESIS DE MAGISTER

Se informa a la Direccion de la Escuela de Graduados de la Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacéuticas que la Tesis de Magister y Memoria de
Titulo presentada por el candidato

ARIEL ALEXIS TOLEDO GOMEZ

Ha sido aprobada por la Comision de Evaluadora de Tesis como requisito para
optar al grado de Magister en Bioquimica, Area de Especializacion: Toxicologia
y Diagndéstico Molecular y Titulo de Bioquimica, en el examen publico rendido
el dia 29 de abril del 2021

Directora de Tesis:

Dra. Sandra Ampuero

Directora de Tesis:

Dra. Vivian Luchsinger

Comisién Evaluadora de Tesis:

Dra. Daniela Seelenfreud

Dr. Mauricio Farfan

Dr. Dante Miranda




INDICE DE CONTENIDOS

INDICE .ottt et I
INDICE DE FIGURAS ...ttt ettt ettt en s en s s VII
INDICE DE TABLAS ...ttt ettt et s IX
ABREVIATURAS .ottt et e et e e e e e s e e e arte e e s eneaeanneeeanns Xl
AGRADECIMIENTOS ...t rte ettt e e sr e e e nnae e e nae e X1V
CONGRESOS ... ettt ettt e be e st e e et e e sbeeerbe e e s nneestbeentean XVI
RESUMEN ..ot te e et e e e e e e eneaeenneaennne s XVII
A B ST R A CT e e e e e e et et ae e a e et ae e aeaneaeanraeas XX
I. INTRODUCCION

I.1 Neumonia Adquirida en la Comunidad (NAC) ........cooiiiiiiiii e 1

1.2 Evaluacion y categorizacion clinica del adulto con NAC .............cooiiviiiiiiiiiinnn. 2

1.2.1 Indice de gravedad de la neumonia (PSI) .........c.cccoovvniiiiniie oo 2

12,2 CURB B ..o e 4
.3Etiologiade [aNAC ... ———— 5
LA SIStEMaA INIMIUNE . ..ottt e e e et e e e e e e e 6

I.4.1 Respuesta inmune innata via Toll/IL-1R en el reconocimiento de

PALOGENOS ...ttt ettt it et et e e e e 6
4.2 Familia IRAK ..o e e e e e en ]
4.2, 2 IR A L e e 9
1.4.2.3 Alteraciones de IRAK-4 e IRAK-M .........coiiiiiiiiiiiiiiisieeeieieiese e o0 10
ILLHIPOTESIS ..ottt es 13

1.2 OBIETIVO GENERAL ..o 13
I.30BJETIVOS ESPECIFICOS ....ooviiiiiiee e, 13
I1l. MATERIALES Y METODOS

[11.1 Poblacion de eStudio ..........c.ovuiiiiitii e e 14

I11.2 Clasificacion de gravedad de adultos con NAC ... 15

[11.3 Muestras bioldgicas eStuUdIadas ..............coeeiiiiieiiecie i 15



[11.4 REACIVOS Y MALETIAIES ... e 16
[11.5 DEteCCION U8 AGENEES ...vvevirieeeieieetieieete ettt et s e se s et reera e en e e enes 17
I11.6 Determinacion de genotipos de los polimorfismos ¢.1282G>A (rs4251545) de irak-4

y €.439A>G (rs1152888) de irak-3

[11.6.1 Obtencion de ADN gENOMICO ......cc.eiruirieieieieeiire et 18
[11.6.2 Determinacion geNOLIPICA .......voirveirieieeieieier ettt et 18
111.6.3 Estandarizacion de partidores para genotipificaCion ............c.ccoocooevivnicinencnenene, 19

I11.7 Determinacion de la expresion genica relativa de IRAK-4 e IRAK-M

[11.7.1 OBteNCION de ARN .....oviieieie ettt se e e sr e sre e en e e 22
[11.7.2 Eliminacion de CONtAMINANTES .........cccvieeierieieseeieseeeerese e e esae e esae e e eras e eneeseenes 23
[11.7.3 TranSCripPCION INVEISA ......eoviiueauiiieiiiietiese ettt sttt ettt s 23
[11.7.4 PCR €N TIEMPO TEAI .....ocviiiiiiiiiie ettt ettt 23
[11.8 Cuantificacion de citoquinas y quimioquinas proinflamatorias en plasma mediante
Luminex®

[11.8.1 MUESLIras de PIASMA ........ooviieeiie ettt et re et sr e e e nne s 28
[11.8.2 Cuantificacion CoN LUMINEX® ........ccccoeriieieieeie ittt 28
[11.9 ANAIISIS ESTAAISTICO .....eviiiceieiietiie ettt 28

IV. RESULTADOS

IV.1 Caracteristicas clinicas y demograficas de adultos con NAC

IV.1.1 Segun clasificacion de gravedad por PSI ..o 31
IV.1.2 Segun clasificacion de gravedad por CURB-65 ...........cccocvviiiiiiiecie e 32
IV.2 Frecuencias alélicas y genotipicas de los SNPs en adultos con NAC

IV.2.1 SNP €.1282G>A (rs4251545) de irak-4 ........ccovieiiiiiieiie s 34
IV.2.1.1 Segun clasificacion de gravedad por PSI ... 34
IV.2.1.2 Segun clasificacidon de gravedad por CURB-65 ...........cccccoeviiieeii e 36

IV.2.1.3 Frecuencia del SNP ¢.1282G>A de irak-4 segun sexo, deteccion de agentes y
comorbilidades de 105 adultos CONNAC ..., 38
IV.2.1.4 Frecuencia del SNP ¢.1282G>A de irak-4 segun la presencia de sepsis en
AAUILOS CONNAC ... e 39
IV.2.2 SNP ¢.439A>G (rs1152888) de irak-3 (irak-m) ........ccccoovevieiiiniiiciece e 40

v



1V.2.2.1 Segun clasificacion de gravedad por PSI ..o e 40

IV.2.2.2 Segun clasificacion de gravedad por CURB-65 ..........ccccveviiieieiecience e 42

IV.2.2.3 Frecuencia del SNP ¢.439A>G de irak-3 segun sexo, deteccion de agentes y
comorbilidades de 10S adultoS CONNAC ........cccoiiiiiiii e 44

IV.2.2.4 Frecuencia del SNP ¢.439A>G de irak-3 segun la presencia de sepsis en

AAUIEOS CONINAC ...ttt sr e e reeneeare e 45
IV.2.3 Frecuencias de haplotipos de los SNP ¢.1282G>A de irak-4 y c.439A>G
de irak-3 en adultos CONNAC ......ooieiece e s e 46

IV.3 Expresion génica de IRAK-4 e IRAK-M en adultos con NAC
IV.3.1 Expresion génica de IRAK-4 en sangre
IV.3.1.1 En adultos con NAC clasificados por gravedad segin PSI ...........cccocevvieiiienienne. 47
IV.3.1.2 En adultos con NAC clasificados por gravedad segin CURB-65 ...........cc.ccceevnne. 48
IV.3.1.3 Expresion génica de IRAK-4 en adultos con NAC segun edad, sexo,

comorbilidades, sepsis y agentes deteCtados..........ccevvvrveriiieerineiesie e 50
IV.3.2 Expresion génica de IRAK-M en sangre
IV.3.2.1 En adultos con NAC clasificados por gravedad segun PSI .........cccccvevviiecieiiennne 50
IV.3.2.2 En adultos con NAC clasificados por gravedad segun CURB-65 ..........c...ccccovenen. 52
IV.3.2.3 Expresion génica de IRAK-M en adultos con NAC segun edad,

sexo, comorbilidades, sepsis y agentes detectados ...........ccoceveerieeiieveesiesiiieeinnn 53
IV.3.3 Andlisis de la asociacion con gravedad de los SNPs ¢.1282G>A (rs4251545)

de irak-4, c.439A>G (rs1152888) de irak-3 y la expresion génica de IRAK-4 e

IRAK-M en sangre de adultos chilenos CONNAC ... 54
IV.4 Concentracién de citoquinas y quimioquinas en adultos con NAC ..........ccccceevvvvivennnne 56
IV.4.1 SegUn gravedad POF PSI .........ooiiiie et ettt rae st sne e ene s 57
1V.4.2 Segln gravedad por CURB-65 ..........ccooiiiiiiiiesicece ettt st nee s 60
IV.4.3 Entre adultos con NAC y aSINtOMALICOS .....c.ccvvevveiiieiciie ettt 61
IV.5 Asociacion del genotipo GA del SNP ¢.1282G>A (rs4251545) de irak-4 a
PSIy CURB-65 mediante curvas ROC ...........ccooiiiiiiiiiiiieceece et 63



V. DISCUSION

V.1 Asociacidn genotipica y alélica de los SNP ¢.1282G>A de irak-4 y c.439A>G de irak-3
con la gravedad de adultos con NAC

V.1.1 SNP ¢.1282G>A de irak-4 como potencial uso de biomarcador ...........c.ccccevvrerennne. 67
V.1.2 SNP ¢.1282G>A de irak-4 y su relacion con sepsis en adultos con NAC .................. 69
V.1.3 SNP ¢.439A>G de irak-3 no se relaciona con la gravedad de adultos con NAC ....... 70
V.1.4 SNP ¢.439A>G de irak-3 y su relacion con sepsis en adultos con NAC .................... 70

V.1.5 Frecuencias de los SNPs ¢.1282G>A de irak-4 y c.439A>G de irak-3 en

poblacion chilena difieren de otras poblaciones ... v 71
V.2 Expresion génica relativa de IRAK-4 e IRAK-M no se relaciona con la

gravedad de adultos CONNAC .......ooiiiieee s 72

V.3 Cambios a nivel de citoquinas relacionados con gravedad de la NAC
V.3.1 Diferencias en los niveles de RANTES, IL-1p y TNF-a entre adultos con NAC

QFAVES Y MO GIAVES ...eoeiuieiiiiriieitriis st e sr e r e sae s st ss e sr e an e n e n s e sane e nen s 74
V.3.2 Diferencias entre adultos asintomaticos y adultos con NAC .........ccccccevevieereeieniiene 74

V.4 Relacion entre el SNP ¢.1282G>A, la expresion génica de IRAK-4 y los

niveles de citoquinas en 10s adultos CON NAC ..o e 75
V.5 LIimitaciones del €StUAIO. .........cccciiiiiiiiiieice e 76
VI . CONCLUSIONES ...t r e 78
VILBIBLIOGRAFIA ..ottt as s s as s es s nann s 79
VT ANEXO Lttt n e nr e sr e e te e e s n e e nnee s 87

VI



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Via de sefializacion en la que participan IRAK-4 e IRAK-M para la

Produccion de citoquinas y quimioquinas proinflamatorias .............cc.ccoe.....

Figura 2. Gréfico representativo de la curva HRM para la genotipificacion del

polimorfismo ¢.1282G>A (rs4251545) de irak-4 ........cccooevvveveniienniieieenn

Figura 3. Gréfico representativo de la curva de HRM para la genotipificacion del

polimorfismo ¢.439A>G (rs1152888) de irak-3 ..........cccovveiiereiiicie e

Figura 4. Gréfico representativo de la curva de fusion obtenida para la expresion

relativa del gende IRAK-4 ... s

Figura 5. Gréfico representativo de la curva de fusion obtenida para la expresion

relativa del gen de IRAK-M ... s

Figura 6. Frecuencia genotipica y alélica del polimorfismo ¢.1282G>A

de irak-4 en 194 adultos con NAC graves y no graves segun PSI .................

Figura 7. Frecuencia genotipica y alélica del polimorfismo ¢.1282G>A

de irak-4 en 194 adultos con NAC graves y no graves segun evolucion

Figura 8. Frecuencia genotipica y alélica del polimorfismo ¢.1282G>A

de irak-4 en 194 adultos con NAC graves y no graves segun CURB65 ........

Figura 9. Frecuencia genotipica y alélica del polimorfismo ¢.1282G>A

de irak-4 en 194 adultos con NAC graves y no graves segun evolucion

018 | == 1oL T OO

Figura 10. Frecuencia genotipica y alélica del polimorfismo c.439A>G

de irak-3 en 194 adultos con NAC graves y no graves segun PSI .................

Figura 11. Frecuencia genotipica y alélica del polimorfismo c.439A>G

de irak-3 en 194 adultos con NAC graves y no graves segun evolucion

Figura 12. Frecuencia genotipica y alélica del polimorfismo c.439A>G

de irak-3 en 194 adultos con NAC graves y no graves segun CURB65 ........

Figura 13. Frecuencia genotipica (a) y alélica (b) del polimorfismo ¢.439A>G

VII



de irak-3 en adultos con NAC graves y no graves segun evolucion

Y CURBBS ...ttt ettt e 44
Figura 14. Expresion génica relativa de IRAK-4 en 67 adultos con NAC

NO graves Y 55 graves SEgUN PST ..o e 47
Figura 15. Expresion génica relativa de IRAK-4 en 54 adultos con NAC

no graves y 68 graves segun evolucion Y PSI ..., 48
Figura 16. Expresion génica relativa de IRAK-4 en 83 adultos con NAC

no graves y 39 graves segun CURBBS ..o 49
Figura 17. Expresion génica relativa de IRAK-4 en 52 adultos con NAC

no graves y 70 graves segun evolucion y CURBG5S ..........ccccceveveiecvne e, 49
Figura 18. Expresion genica relativa de IRAK-M en 87 adultos con NAC

NO graves Y 82 graves SEgUN PST ........ooviiiieiii e 51
Figura 19. Expresion genica relativa de IRAK-M en 71 adultos con NAC

no graves y 98 graves seguin evolucion Y PSI ... 51
Figura 20. Expresion génica relativa de IRAK-M en 120 adultos con NAC

no graves y 49 graves Segun CURBBS ..........ccceoeeieiieiie e e 52
Figura 21. Expresion génica relativa de IRAK-M en 97 adultos con NAC

no graves y 72 graves segun evolucion y CURBGB5 .........ccccccvvvvevv e, 53
Figura 22. Niveles de concentracion de RANTES en plasma en adultos con NAC

de acuerdo con la clasificacion por escalas y evolucion .............cccccovveveeienenn, 59
Figura 23. Niveles de concentracion de IL-1p en plasma en adultos con NAC
de acuerdo con la clasificacion por escalas y evolucion .............ccccoeveveeienenn, 59

Figura 24. Niveles de concentracion de TNF-a en plasma en adultos con NAC

de acuerdo con la clasificacion por escalas y evolucion .............ccccoeveveenenenn, 60
Figura 25. Grafico de curva ROC para la escala prondstica CURBG5 ..........ccccccecvevveeeenee. 64
Figura 26. Gréafico de curva ROC para la escala prondstica CURB65 + genotipo GA ....... 64
Figura 27. Gréfico de curva ROC para la escala prondstica PSI ...........ccccccveveeievviiecieennne 65
Figura 28. Gréfico de curva ROC para la escala prondstica PSI + genotipo GA ................ 65

Figura 29. Esquema representativo de los resultados obtenidos en la via

de sefalizacion regulada por IRAK-4 e IRAK-M ........ccccoeiiiiviiiie e 66

VI



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Escala PSI utilizada en la clasificacion de adultos con neumonia

adquirida en 1a comunidad ..........cocooeeieiie i e

Tabla 2. Gravedad clinica de 356 adultos chilenos con neumonia adquirida

en la comunidad segun el indice Fine y agente

INTECCIOSO EtECTATD ......veeeieeceie e
Tabla 3. Descripcion de las variantes rs4251545 de irak-4 y rs1152888 de irak-3 .....

Tabla 4. Secuencia de partidores para la genotipificacion de los SNPs ¢.1282G>A

de irak-4 y C.439A>G de irak-3........cccooiiiiiiiiie e

Tabla 5. Concentracion de reactivos en la reaccién de PCR-HRM

para el analisis del polimorfismo ¢.1282G>A de irak-4 .........ccccceevervrennne.

Tabla 6. Programa de amplificacion para el polimorfismo ¢.1282G>A de irak-4 ......

Tabla 7. Concentracion de reactivos en la reaccion de PCR-HRM

para el analisis del polimorfismo c.439A>G de irak-3 ........cccccovvvevivernennnnn,

Tabla 8. Programa de amplificacion para el polimorfismo ¢.439A>G de irak-3 ........

Tabla 9. Secuencia de partidores para medir la expresion génica relativa de

IRAK-4 € IRAK-M ....ooiiiiiiii s

Tabla 10. Concentracion de reactivos para el anlisis de la expresion del mensajero

del gen de IRAK-4 mediante la reaccion de PCR en tiempo real ................

Tabla 11. Programa de amplificacion para la expresion relativa del gen de IRAK-4 .

Tabla 12. Concentracion de reactivos para el anlisis de la expresion del mensajero

del gen de IRAK-M mediante la reaccion de PCR entiempo real ...............

Tabla 13. Programa de amplificacion para la expresion relativa del gen de IRAK-M

Tabla 14. Caracteristicas clinicas de 203 adultos con NAC categorizados

por gravedad segin laescala PSI ...........cccooovevieii i e

Tabla 15. Caracteristicas clinicas de 203 adultos con NAC categorizados

por gravedad segln la escala CURB-65 ..........c.ccccooceiiviiecie i

Tabla 16. Frecuencia genotipica y alélica del SNP ¢.1282G>A de irak-4

en adultos con NAC y sepsis, clasificados por gravedad segun PSI,

IX



y reclasificados por eVOIUCION Y PSI ... 40
Tabla 17. Frecuencias alélicas y genotipicas del SNP ¢.439A>G de irak-3

en adultos con NAC y sepsis, clasificados por gravedad

SegUN CURB-65 Y EVOIUCION ......oviiiiiiieiieecii e e 45
Tabla 18. Relacion entre el SNP ¢.1282G>A de irak-4 y expresion génica

de IRAK-4 con gravedad en 192 adultos con NAC .......cccccevvvieeieenerin e 54
Tabla 19. Relacion entre el SNP ¢.1282G>A de irak-4, expresion génica

de IRAK-4, edad y sexo con gravedad en 192 adultos con NAC ........cccccceveenenn 56
Tabla 20. Concentracion de citoquinas y quimioquinas en 182 adultos con NAC

graves y no graves segin PSI y reclasificados por evolucion .............ccccoceevvennee. 58
Tabla 21. Concentracion de citoquinas y quimioquinas en 183 adultos con NAC

graves y no graves segin CURB-65 y reclasificados por evolucion ................... 61
Tabla 22. Concentracion de citoquinas y quimioquinas en 22 adultos

asintomaticos y 183 adultos CON NAC ..., 61



Abstract: IRAK-4 and IRAK-M polymorphism and gene
expression as severity markers of community acquired

pneumonia in Chilean adults

Community-Acquired Pneumonia (CAP) is a pulmonary acute disease caused mainly by
viruses and bacteria with high morbidity and mortality, especially in adults older than 65
years. Its evolution varies from low risk to life-threatening clinical pictures. Mortality risk in
adults with CAP is assessed by using prognostic scales, such as the Pneumonia Severity Index
(PS1) and CURB-65. Although if they present good predicting values, mistaken
categorization of patients may occur. Therefore, finding new biomarkers that enhance the
predicting value of these scales is required. In previous studies of Chilean adults with CAP,
a differential expression of IRAK-4 and IRAK-M genes was observed. IRAK-4 is a
proinflammatory cytokine expression-promoting kinase, meanwhile IRAK-M inhibits this
response. Some Single-Nucleotide Polymorphisms (SNP) in these genes have been
associated to a higher infection susceptibility and a lower response against pathogens.
Despite the importance of IRAK-4 and IRAK-M in the regulation of the immune response,
they have not been studied in adults with CAP. The hypothesis of this study is: “Chilean
adults with severe Community-Acquired Pneumonia have risk genotypes in SNPs rs4251545
of irak-4 and/or rs1152888 of irak-3, with a lowered IRAK-4 genetic expression, rise of
IRAK-M genetic expression and a decline in proinflammatory cytokines and chemokines in
comparison to non-severe Community-Acquired Pneumonia diseased adults, constituting
CAP prognostic severity value markers”. The main objective of this study was to evaluate
if Chilean adults with severe CAP have risk genotypes in SNPs ¢.1282G>A (rs4251545) of

irak-4 and c.439A>G (rs1152888) of irak-3, diminished IRAK-4 genetic expression,

XX



increased IRAK-M genetic expression and lowered cytokines and chemokines compared to
adults with non-severe CAP. Methods: 203 adults with severe or non-severe CAP according
to PSI, CURBG65 and evolution (Critical Care Unit or death) were studied. Viral and bacterial
agents in urine and nasopharyngeal swab were detected. Genotyping (n:194) was determined
in blood using PCR-HRM and relative genetic expression (n:169) by employing real-time
RT-PCR applying the AACt method. Plasmatic cytokines related to the NFxB pathway
(RANTES, IL-1p, IL-2, IL-6, GM-CSF, IL-12 (p40 y p70), IL-8, IP-10, MCP-1, MIP-1q,
TNF-o and eotaxin) plasmatic levels were quantified with Luminex® technology (n=168).
Chi-squared, Fisher, Mann-Whitney and Armitage were applied with softwares Unphased,
GraphPad 8 and STATA, being significative if p<0.05. Results: GG genotype ¢.1282G>A
of irak-4 SNP was more frequent in severe cases (p<0.03) and GA genotype in non-severe
cases (p<0.05). Allele G was most frequent in severe cases and Allele A in non-severe cases,
but only by PSI (p<0.01). Both genotypic and allelic frequencies of the SNP ¢.439A>G of
irak-3 and IRAK-4 and IRAK-M relative genetic expression were not associated to severity
of CAP diseased adults. Plasmatic cytokines and chemokines presented differences
according to the patient classification scale used: in severe cases defined by both scales and
evolution RANTES and IL-1p levels were lower and TNF-a were higher (p<0.04); in severe
cases by PSI IL-2, IL-12 (p40 y p70) levels were lower and IP-10 (p<0.04) levels were
higher; By evolution (according to PSI), GM-CSF y MIP-1a levels were lower in severe
cases (p<0.01 and those of IL-6 e IL-8 were higher in severe cases defined by evolution (and
CURB 65) (p<0.03). While both the specificity and sensibility of CURB65 augmented when
the GA genotype (AOC from 0,83 to 0,88) was included, those of PSI remained the same
(AOC from 0,89 to 0,87). Conclusions: In CAP Chilean adults, GG genotype and SNP

rs4251545 (c.1282G>A) of the G allele of irak-4 are associated with severity while the GA
XXI1



genotype and the A allele are associated with a lower risk of severe CAP, Therefore, this
SNP is proposed as a possible severity biomarker of CAP in Chilean adults. Genetic
expression of IRAK-4 and IRAK-M appear not to be related with severity of CAP in Chilean
adults. Plasmatic cytokine concentrations vary according to clinical severity of CAP in
adults, RANTES and IL-1f levels are lower, while TNF-a concentrations are higher in severe
cases, diminishing the immunity response in these cases; severity also seems related to the

presence of the GG genotype at SNP ¢.1282G>A of irak-4.

These results suggest a genetic susceptibility factor in the development of severe CAP cases
with possible effects on the immune response. Future studies should strengthen the use of
genetic biomarkers in order to enhance the discriminatory capacity of currently used CAP-

severity prognostic scales.
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Resumen

La neumonia adquirida en la comunidad (NAC) es una enfermedad pulmonar aguda causada
principalmente por virus y bacterias con una elevada morbilidad y mortalidad, en especial en
mayores de 65 afios. La evolucion es entre cuadros clinicos de bajo riesgo y cuadros con
riesgo vital. El riesgo de mortalidad de un adulto con NAC se evalla con escalas prondsticas,
como el indice de gravedad de la neumonia (PSI) y CURB65. Aunque poseen buen valor
predictor, pueden categorizar erroneamente a algunos pacientes, por tanto, se requieren
nuevos biomarcadores que mejoren su capacidad predictora. En estudios previos de perfiles
transcripcionales de adultos chilenos con NAC se detectd una expresion diferenciada de los
genes de IRAK-4 e IRAK-M. IRAK-4 es una quinasa que promueve la expresion de
citoquinas proinflamatorias, mientras que IRAK-M inhibe esta respuesta. Algunos
polimorfismos de un nucle6tido (SNP) en estos genes se asocian con mayor susceptibilidad
a infecciones y menor respuesta inmunoldgica frente a patdgenos. Pese a la importancia de
IRAK-4 e IRAK-M en la regulacion de la respuesta inmunolégica, no se han estudiado en
adultos con NAC. La hipétesis de este estudio es: “Adultos chilenos con neumonia adquirida
en la comunidad graves presentan genotipos de riesgo en los SNPs rs4251545 de irak-4 y/o
rs1152888 de irak-3, con una disminucidon de la expresion génica de IRAK-4, aumento de la
expresion génica de IRAK-M y disminucion de la concentracién de citoquinas y
quimioquinas proinflamatorias en sangre respecto a adultos con neumonia adquirida en la
comunidad no graves, constituyendo marcadores con valor pronostico de gravedad de la
NAC”. El objetivo de este estudio fue evaluar si adultos chilenos con NAC graves presentan
genotipos de riesgo en los SNPs ¢.1282G>A (rs4251545) de irak-4 y ¢.439A>G (rs1152888)

de irak-3, disminucion de la expresion génica de IRAK- 4, aumento de la expresion génica
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de IRAK-M vy disminucién de la concentracion de citoquinas y quimioquinas
proinflamatorias en sangre respecto a adultos con NAC no graves. Metodologia: Se
estudiaron 203 adultos con NAC graves y no graves segun PSI, CURBG65, y evolucién (UCI
y/o fallecidos). Se detectaron agentes virales y bacterianos en orina e hisopado nasofaringeo.
Se determind en sangre la genotipificacion (n:194) mediante PCR-HRM vy la expresion
génica relativa (n:169) mediante RT-PCR en tiempo real utilizando ¢l método AACt. Se
cuantificaron las citoquinas plasmaticas relacionadas con la via de NFkB (RANTES, IL-1p,
IL-2, IL-6, GM-CSF, IL-12 (p40 y p70), IL-8, IP-10, MCP-1, MIP-1a, TNF-0 y eotaxina)
mediante tecnologia Luminex® (n=168). Se aplicaron las pruebas estadisticas Chi-Cuadrado,
Fisher, Mann-Whitney y Armitage, con los programas Unphased, Graphpad 8 y STATA,
siendo significativo si p<0,05. Resultados: El genotipo GG del SNP ¢.1282G>A de irak-4
fue mas frecuente en los casos graves (p<0,03) y el genotipo GA en los casos no graves
(p<0,05). El alelo G fue maés frecuente en los casos graves y el alelo A en los no graves, pero
solo por PSI (p<0,01). Las frecuencias genotipicas y alélicas del SNP ¢.439A>G de irak-3 y
la expresién génica relativa de IRAK-4 e IRAK-M no se asociaron con la gravedad. Las
citoguinas y quimioquinas plasmaticas presentaron diferencias segun la escala aplicada: en
los casos graves segun ambas escalas y evolucion, los niveles de RANTES e IL-1p fueron
menores y mayores los de TNF-a (p<0,04); en los casos graves por PSI los niveles de 1L-2,
IL-12 (p40 y p70) fueron menores y mayores los de 1P-10 (p<0,04); los niveles de GM-CSF
y MIP-1a fueron menores en los casos graves por evolucién (segin PSI) (p<0,01) y mayores
los de IL-6 e IL-8 en los casos graves segun evolucion (y CURB65) (p<0,03). La
especificidad y sensibilidad pronostica de CURB65 aumentaron al incluir el genotipo GA
(AOC de 0,83 a 0,88), mientras que las de PSI no se modificaron (AOC de 0,89 a 0,87).

Conclusiones: En adultos chilenos con NAC, el genotipo GG y alelo G del SNP rs4251545
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(c.1282G>A) de irak-4 se asocian a gravedad mientras que el genotipo GA y alelo A se
asocian a menor riesgo de una NAC grave, proponiéndose este SNP como eventual
biomarcador de la gravedad de la NAC en adultos chilenos. La expresion génica de IRAK-4
e IRAK-M no se relacionaria con la gravedad de la NAC en adultos chilenos. Las
concentraciones plasmaticas de citoquinas varian segun la gravedad clinica de los adultos
con NAC, disminuyendo RANTES e IL-1B y aumentando TNF-a en los casos graves, lo que
disminuiria la respuesta inmunitaria en estos casos, y se relacionaria con el genotipo presente

del SNP ¢.1282G>A de irak-4.

Estos resultados sugieren una susceptibilidad genética en el desarrollo de cuadros NAC
graves con posibles efectos en la respuesta inmune. Estudios futuros podrian fortalecer el uso
de biomarcadores genéticos que mejoren la capacidad discriminatoria de las actuales escalas

pronosticas de gravedad en NAC.
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Abstract: IRAK-4 and IRAK-M polymorphism and gene
expression as severity markers of community acquired

pneumonia in Chilean adults

Community-Acquired Pneumonia (CAP) is a pulmonary acute disease caused mainly by
viruses and bacteria with high morbidity and mortality, especially in adults older than 65
years. Its evolution varies from low risk to life-threatening clinical pictures. Mortality risk in
adults with CAP is assessed by using prognostic scales, such as the Pneumonia Severity Index
(PS1) and CURB-65. Although if they present good predicting values, mistaken
categorization of patients may occur. Therefore, finding new biomarkers that enhance the
predicting value of these scales is required. In previous studies of Chilean adults with CAP,
a differential expression of IRAK-4 and IRAK-M genes was observed. IRAK-4 is a
proinflammatory cytokine expression-promoting kinase, meanwhile IRAK-M inhibits this
response. Some Single-Nucleotide Polymorphisms (SNP) in these genes have been
associated to a higher infection susceptibility and a lower response against pathogens.
Despite the importance of IRAK-4 and IRAK-M in the regulation of the immune response,
they have not been studied in adults with CAP. The hypothesis of this study is: “Chilean
adults with severe Community-Acquired Pneumonia have risk genotypes in SNPs rs4251545
of irak-4 and/or rs1152888 of irak-3, with a lowered IRAK-4 genetic expression, rise of
IRAK-M genetic expression and a decline in proinflammatory cytokines and chemokines in
comparison to non-severe Community-Acquired Pneumonia diseased adults, constituting
CAP prognostic severity value markers”. The main objective of this study was to evaluate
if Chilean adults with severe CAP have risk genotypes in SNPs ¢.1282G>A (rs4251545) of

irak-4 and c.439A>G (rs1152888) of irak-3, diminished IRAK-4 genetic expression,
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increased IRAK-M genetic expression and lowered cytokines and chemokines compared to
adults with non-severe CAP. Methods: 203 adults with severe or non-severe CAP according
to PSI, CURBG65 and evolution (Critical Care Unit or death) were studied. Viral and bacterial
agents in urine and nasopharyngeal swab were detected. Genotyping (n:194) was determined
in blood using PCR-HRM and relative genetic expression (n:169) by employing real-time
RT-PCR applying the AACt method. Plasmatic cytokines related to the NFxB pathway
(RANTES, IL-1p, IL-2, IL-6, GM-CSF, IL-12 (p40 y p70), IL-8, IP-10, MCP-1, MIP-1q,
TNF-o and eotaxin) plasmatic levels were quantified with Luminex® technology (n=168).
Chi-squared, Fisher, Mann-Whitney and Armitage were applied with softwares Unphased,
GraphPad 8 and STATA, being significative if p<0.05. Results: GG genotype ¢.1282G>A
of irak-4 SNP was more frequent in severe cases (p<0.03) and GA genotype in non-severe
cases (p<0.05). Allele G was most frequent in severe cases and Allele A in non-severe cases,
but only by PSI (p<0.01). Both genotypic and allelic frequencies of the SNP ¢.439A>G of
irak-3 and IRAK-4 and IRAK-M relative genetic expression were not associated to severity
of CAP diseased adults. Plasmatic cytokines and chemokines presented differences
according to the patient classification scale used: in severe cases defined by both scales and
evolution RANTES and IL-1p levels were lower and TNF-a were higher (p<0.04); in severe
cases by PSI IL-2, IL-12 (p40 y p70) levels were lower and IP-10 (p<0.04) levels were
higher; By evolution (according to PSI), GM-CSF y MIP-1a levels were lower in severe
cases (p<0.01 and those of IL-6 e IL-8 were higher in severe cases defined by evolution (and
CURB 65) (p<0.03). While both the specificity and sensibility of CURB65 augmented when
the GA genotype (AOC from 0,83 to 0,88) was included, those of PSI remained the same
(AOC from 0,89 to 0,87). Conclusions: In CAP Chilean adults, GG genotype and SNP

rs4251545 (c.1282G>A) of the G allele of irak-4 are associated with severity while the GA
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genotype and the A allele are associated with a lower risk of severe CAP, Therefore, this
SNP is proposed as a possible severity biomarker of CAP in Chilean adults. Genetic
expression of IRAK-4 and IRAK-M appear not to be related with severity of CAP in Chilean
adults. Plasmatic cytokine concentrations vary according to clinical severity of CAP in
adults, RANTES and IL-1f levels are lower, while TNF-a concentrations are higher in severe
cases, diminishing the immunity response in these cases; severity also seems related to the

presence of the GG genotype at SNP ¢.1282G>A of irak-4.

These results suggest a genetic susceptibility factor in the development of severe CAP cases
with possible effects on the immune response. Future studies should strengthen the use of
genetic biomarkers in order to enhance the discriminatory capacity of currently used CAP-

severity prognostic scales.
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I. INTRODUCCION

I.1. Neumonia Adquirida en la Comunidad (NAC)

La neumonia se define como una infeccion respiratoria aguda provocada principalmente por
virus y bacterias, afectando los alveolos y presentando caracteristicas clinicas como tos,
fiebre, expectoracion purulenta y dolores musculares. Tiene una mayor incidencia en adultos
mayores de 65 afios, con una alta tasa de morbilidad y mortalidad a nivel global, con casi tres
millones de defunciones cada afio, siendo la primera causa de muerte de origen infeccioso en
el mundo (Ochoa-Gondar et al, 2008) (File y Marrie, 2010) (Millett et al, 2013) (World
Health Organization, 2018). En Chile, en el afio 2009 la tasa de mortalidad fue 20,8/100.000
habitantes en la poblacion general, mientras que en adultos mayores a 65 afios la tasa de
mortalidad asciende a 199,8/100.000 habitantes (MINSAL, 2011). EI 2017, la neumonia fue
la séptima causa de muerte con una tasa de mortalidad en la poblacion general de 18/100.000

habitantes.

La neumonia adquirida en la comunidad (NAC) se refiere a la infeccion adquirida fuera de
un recinto hospitalario, por lo que se excluyen los pacientes hospitalizados previamente y se
incluyen a quienes viven en casas de reposo. En el mundo, la NAC tiene una tasa de
incidencia de 1.600 casos por cada 100.000 habitantes y una mortalidad del 5-10% (Saldias
et al, 2017). En Europa, la tasa de incidencia en adultos mayores de 65 afios es de 76-140
casos por cada 100.000 habitantes, mientras que en Estados Unidos es de 63 casos por cada
100.000 habitantes (Cilloniz et al, 2018). Debido a esta alta tasa de incidencia y mortalidad,
es relevante identificar las causas y tratar adecuadamente a estos enfermos con el fin de

disminuir la mortalidad.



|.2. Evaluacién y categorizacion clinica del adulto con NAC

El riesgo de complicaciones en un adulto con NAC es variable, pudiendo desarrollar desde
un cuadro clinico de riesgo bajo hasta un cuadro grave con riesgo vital. En general, la
letalidad en un adulto con NAC categorizado como bajo riesgo es 1-2%, mientras que en los
hospitalizados se eleva entre 5-15% debido a la presencia de factores de riesgo tales como
tabaquismo, alcoholismo, enfermedad pulmonar obstructiva (EPOC), insuficiencia renal,
inmundeficiencia, entre otras. Algunos pacientes de este Ultimo grupo requieren ser
internados en unidades de cuidados intensivos (UCI), donde el riesgo de muerte asciende
entre el 20-50%. Los adultos con NAC se clasifican en tres categorias de riesgo que

determinan el manejo clinico (Saldias et al, 2014):

- Pacientes de bajo riesgo: Tratamiento ambulatorio

- Pacientes de riesgo intermedio: Presenta comorbilidad y/o factores de riesgo. Puede
tratarse a nivel ambulatorio bajo vigilancia o requerir hospitalizacion.

- Pacientes de alto riesgo: Tratados en la unidad de intermedio o de cuidados

intensivos (UCI).

Los pacientes se evaluan mediante escalas prondsticas clinicas que permiten incluirlos en
una de las categorias de riesgo. Dentro de las escalas prondsticas se incluyen el indice de

gravedad de la neumonia (PSI) y CURB-65.
1.2.1 Indice de gravedad de la neumonia (PSI)

El indice de gravedad de la neumonia, también conocido como escala de Fine (Fine et al,
1997), fue disefiado especificamente para identificar a aquellos adultos con NAC que

presentan bajo riesgo de mortalidad. Se basa en 20 variables: 3 demogréaficas, 5



comorbilidades, 5 pardmetros determinados en el examen fisico y 7 examenes de laboratorio.
A cada variable se le asigna un puntaje (Tabla 1.a) y el puntaje total obtenido determina la
clasificacion en 5 grupos con diferente mortalidad (Tabla 1.b). Los grupos | y Il son
pacientes con muy bajo riesgo de muerte y se tratan de manera ambulatoria, mientras que el
grupo Il incluye pacientes que requieren una breve hospitalizacion. En el caso de los grupos
IV y V, los pacientesdeben ser hospitalizados, requiriendo algunas veces ingreso a UCI

debido al alto riesgo de mortalidad que presentan, alcanzando un 20% en el grupo V.

Tabla 1. Escala PSI utilizada en la clasificacion de adultos con neumonia adquirida en la comunidad.

a) b)
Fact de ri Punto: . x .
) aclores demiesso oS Clase Puntuacion Mortalidad (%)
Factores demogrificos
Edad hombres Edad en afios I 0 0.1
Edad muyjeres Edad- 10 en afios II <70 0.6
Residente en asilo +10
Enfermedades coexistentes I 71-90 0.9
Neoplasia activa +30 v 91-130 9.3
Hepatopatia cronica +20 A% =130 27.0
Insuficiencia cardiaca +10
Enfermedad cerebrovascular +10
Nefropatia cronica +10
Alteraciones en examen fisico
Alteracion del nivel de conciencia +20
Frecuencia respiratoria = 30/min +20
Tension arterial sistolica <90 mmHg +20
Temperatura <35°C or 2 40°C +15
Frecuencia cardiaca = 125/nun +10

Hallazgos de laboratorio vy radiograficos

pH arterial <7.35 +30
Nitrogeno ureico 2 30 mg/dL (11 mmeolT) +20
Sodio <130 mmol/L +20
Glucosa 2 250 mg/dL (14 mmol/L) +10
Hematocnto <30% +10
Presion arterial de oxigeno <60 mmHg* +10
Derrame pleural +10

a) Variables consideradas y puntaje asignado. b) Clasificacion de acuerdo con el puntaje total
obtenido y porcentaje de mortalidad de cada grupo



1.2.2 CURB-65

Esta escala prondstica fue elaborada por la British Thoracic Society y a diferencia de la escala
PSI es méas simple y sencilla de aplicar en la practica clinica habitual. Su sigla esta constituida
por los siguientes parametros: C: confusion; U: urea >7 mmol/l; R: frecuencia respiratoria >
30 respiraciones/min; B: presion arterial (blood pressure) sistélica < 90 mmHg o diastélica
< 60 mmHg; 65: por edad > 65 afios. A cada variable se le asigna un punto, y los pacientes
se clasifican segun el puntaje final. Los enfermos con puntuacion 0 y 1 tienen bajo riesgo de
mortalidad (1,5%), por lo que reciben un tratamiento extrahospitalario. Para el caso de
pacientes con puntacion 2, el riesgo de mortalidad es mayor al primer grupo (9,2%), por lo
que deben ser hospitalizados. En el caso de una puntuaciéon > 3, presentan una elevada
mortalidad (22%) por lo que el enfermo debe ser hospitalizado y muy posiblemente ingresar

a UCI, principalmente aquellos con puntajes de 4 0 5 (Lim et al, 2009).

Aunque ambas escalas tienen un buen valor predictor con respecto a pacientes ambulatorios
y que requieren hospitalizacion, presentan limitaciones en la prediccion de la evolucion del
adulto con NAC, de tal forma que algunos enfermos con NAC categorizados como no grave
finalmente requieren UCI y/o fallecen. Se ha descrito que entre el 10% y 30% de pacientes
hospitalizados con NAC necesitardn cuidados intensivos, existiendo diferencias en los
criterios aplicados por distintos establecimientos para decidir el ingreso de los pacientes a
esta unidad, clasificando errobneamente enfermos que evolucionan grave como no graves
(Blanquer & Sanz, 2010) (Saldias et al, 2014). Por ello, es necesario encontrar nuevos
marcadores -clinicos y/o moleculares- que mejoren el valor predictor de las escalas de riesgo

con el fin de disminuir la mortalidad al optimizar el manejo médico del paciente.



1.3 Etiologia de la NAC

El principal causante de NAC en el adulto como patdgeno Unico es la bacteria Streptococcus
pneumoniae. Otras bacterias detectadas son Mycoplasma pneumoniae, Legionella
pneumophila, Chlamydophila pneumoniae, y Haemophilus influenzae. En el caso de los
virus, influenza es el patdgeno mas frecuente detectado en adultos con NAC (Marcos et al,
2009; Luchsinger et al, 2013; Cilloniz et al, 2018). Con el avance de las técnicas moleculares
se ha aumentado (principalmente) la deteccion de agentes virales relacionados con la NAC,
tanto en infecciones Unicas como en coinfecciones bacteriana y viral. En Chile, se detectaron
infecciones por virus respiratorios en un 39,3% y mixtas (infeccién por virus y bacterias) en

16,9% (Saldias et al, 2014).

Pese a la diversidad de agentes infecciosos causantes de NAC, la evidencia sugiere que no
existe relacion entre el agente infeccioso detectado con la clasificacion de riesgo del paciente,
de forma que el riesgo de muerte del adulto con NAC es independiente de la presencia o
ausencia de virus y/o bacterias, segun la clasificacion por PSI (Tabla 2) (Luchsinger et al,
2013). Por esto, debieran existir otros factores propios del individuo y/o medioambientales

que expliquen la variabilidad en la evolucion de la gravedad.

Tabla 2. Gravedad clinica de 356 adultos chilenos con neumonia adquirida en la comunidad
segun el indice Fine y agente infeccioso detectado

Bacteria and

Total cases Without agent With agent Bacteria Virus virus

Fine class N % N % N % N % N % N %

1 84 236 24 194 60 259 38 25.0 33 236 " 183
2 74 208 28 226 46 19.8 25 16.4 31 220 10 16.7
3 69 194 29 234 40 17.2 27 17.8 28 213 15 25.0
4 87 244 33 26.6 54 233 39 25.7 31 220 16 26.7
5 42 1.8 10 8.1 32 13.8 23 15.1 17 121 8 133
Total 356 100 124 348 232 65.2 152 42.7 140 393 60 16.9

Santiago, Chile, February 2005-December 2007.
Statistical analyses were performed using Z test, p>0.1.

Extraido de Luchsinger et al, 2013



1.4 Sistema Inmune

El sistema inmunoldgico es un complejo sistema de defensa contra patdgenos, cuya respuesta
puede variar por cambios a nivel genético y proteico de las distintas moléculas que participan
en la via de sefializacion de la respuesta inmunoldgica. Estos cambios pueden disminuir la
respuesta a vacunas y aumentar la susceptibilidad a enfermedades infecciosas (Monneret et
al, 2006; Zeddou et al, 2007; Waitt et al, 2011; Castelo-Branco & Soveral, 2014).
Considerando la etiologia infecciosa de la NAC es importante evaluar la respuesta

inmunoldgica que podria contribuir a la distinta evolucion de esta enfermedad.

Estudios previos de perfiles transcripcionales de adultos chilenos con NAC grave y no grave
mediante microarreglos realizados en el laboratorio de virus respiratorios del Programa de
Virologia de la Universidad de Chile, mostraron expresion diferenciada en diversos genes, la
mayoria de los cuales se relacionan con la respuesta inmunolégica y entre ellos se incluyen
algunos que participan en el sistema inmune innato (Proyecto FONDECYT N°
1121025/2012). En base a estos antecedentes se enfoco el estudio en mayor profundidad en
las vias en las que participan estos genes y su posible asociacion con la evolucion del adulto

con NAC.

1.4.1 Respuesta inmune innata via Toll/IL-1R en el reconocimiento de patdégenos

Tanto la familia de receptores tipo Toll (TLR) como la familia de los receptores de
interleuquina 1 (IL-1R) son cruciales para la respuesta inmune innata contra patdégenos
microbianos y para el control inflamatorio. Estos son parte de los receptores de
reconocimiento de patdgenos (PRRs), que reconocen moléculas especificas de patdgenos

Ilamadas patrones moleculares asociados a patogenos (PAMPS) y activan la respuesta



inmune innata. Tanto IL-1R como todos los TLR (exceptuando TLR-3 y ciertas sefiales de
TLR-4), se unen directamente, mediante sus dominios de receptor toll/interleuquina 1 (TIR),
a la molécula adaptadora factor 88 de diferenciacion mieloide (MyD88), o indirectamente a
través de la molécula adaptadora similar a MyD88, Mal (también conocida como proteina
adaptadora que contiene dominios TIR, TIRAP). La formacion de estos complejos (TLR-
MyD88 o TLR-Mal-MyD88) recluta la familia de quinasas asociada al receptor de IL-1
(IRAK), las cuales juegan un rol significativo en el sistema inmune innato (Wesche et al,

1997; Wang et al, 2001; Gosu et al, 2012).

1.4.2 Familia IRAK

La familia IRAK estd constituida por quinasas intracelulares del tipo serina/treonina que
forman parte del eje de redes de sefializacion del sistema inmune innato y su rol es critico en
el proceso de transduccién de la sefial mediada por los receptores IL-1/Toll-like (Cao et al,
1996) (Medzhitov et al, 1998). En humanos, se han descrito cuatro miembros: IRAK-1,
IRAK-2, IRAK-M (también conocido como IRAK-3) e IRAK-4, los que cumplen diferentes
funciones en multiples vias, activando factores de transcripcion como NFkB, AP-1, MAPK
y factores reguladores de IFN o interferon (IRF). Estas vias promueven la expresion génica
de citoquinas y quimioquinas proinflamatorias. En mamiferos, IRAK-1, IRAK-2 e IRAK-4
se expresan de manera ubicua, mientras que IRAK-M sblo se expresa en monocitos,
macrofagos y células del epitelio pulmonar (Lagler et al, 2009; van der Windt et al, 2012).
Los cuatro miembros poseen estructuras similares, contienen un dominio de muerte (DD) N-
terminal, un dominio rico en prolina, serina y treonina (proST), un dominio quinasa central
conservado, y un dominio C terminal (excepto IRAK-4 quien carece del domino C-terminal)

(Janssens y Beyaert, 2003). IRAK-1 e IRAK-4 son quinasas activas, mientras que IRAK-2 e



IRAK-M son pseudoquinasas, puesto que son inactivas, aunque posean un dominio quinasa
(Flannery et al, 2010). Este estudio se centra en dos de los miembros de esta familia, IRAK-

4 e IRAK-M.
1.4.2.1 IRAK-4

El gen irak-4 humano que codifica para la proteina IRAK-4 se ubica en el cromosoma 12,
region 12q12, tiene un tamafio de 30.6 kb y codifica para una proteina de 460 aminoacidos.
Es el ultimo miembro de la familia IRAK en ser descrito (Li et al, 2002). Es una
serina/treonina quinasa que activa diversos factores de transcripcion como NFkB, AP-1,
MAPK o IRF-5. IRAK-4 forma un complejo con MyD88 llamado complejo mydosomal,
mediante sus dominios de muerte DD, lo que permite reclutar a IRAK-1 o IRAK-2

(Motshwene et al, 2009).

IRAK-4 fosforila a IRAK-1/IRAK-2, activando la cascada de sefializacion que culmina con
la translocacién de los factores de transcripcion al ndcleo y la expresion de diversas
citoquinas proinflamatorias, tales como IL-1, IL-2, IL-6, IL-12, TNF-a, GM-CSF y
quimioquinas como IL-8, MCP-1, MIP-1a, IP-10, RANTES, eotaxina. También, induce la
sintesis de interferon IFN-o/p e IFN-A en respuesta a la infeccion viral generando proteccion

inmunitaria (Yang et al, 2005).

La carencia de IRAK-4 en modelos murinos mostrd6 un grave dafio en la respuesta
inmunoldgica a lipopolisacaridos (LPS), con una disminucidn significativa de la produccion
de citoquinas proinflamatorias, indicando su rol esencial en la respuesta inmune (Suzuki et
al, 2002). Ademas de su importancia en la mediacion de la respuesta inmune innata, existen

estudios que indican la participacién de IRAK-4 en la respuesta inmune adaptativa activando



la via de NFxB para el desarrollo de la respuesta en células T (Suzuki et al, 2006; Lye et al,

2008).

1.4.2.2 IRAK-M

IRAK-M es el tercer miembro de la familia IRAK y a diferencia de IRAK-4, es un regulador
negativo de la respuesta inmune innata (Wesche et al, 1999; Kobayashi et al, 2002). El gen
irak-3 humano que codifica IRAK-M también se ubica en el cromosoma 12, en la region
12g14.3, tiene un tamafio de 65744 pb y codifica para una proteina de 68 kDa. Se expresa
solo en monocitos, macrofagos y en células del epitelio pulmonar, mientras que en modelos
murinos se expresa también en células dendriticas (Wesche et al, 1999; Turnis et al, 2010);

van der Windt et al, 2012).

IRAK-M interacciona con IRAK-4 uniéndose al complejo mydosomal a través de sus
dominios DD, lo que evita la escisién del complejo e inhibe la via de sefializacion (Du et al,
2014). También regula la via no canonica de NFkB, (Su et al, 2007; Su et al, 2009; Zhou et

al, 2013).

Diversos factores regulan la expresion de IRAK-M (Lagler et al, 2009; Miyata et al, 2015;
Jin et al, 2016; Lyroni et al, 2017), donde destaca AP-1, siendo un factor de transcripcion
activado a través de la via de IRAK-4, que a su vez es inhibido por IRAK-M. Estos
antecedentes indican que existe una retroalimentacion negativa de la activacion de la via,
regulando la produccion de citoquinas y quimioquinas proinflamatorias para mantener la

homeostasis de la respuesta inmune (Figura 1) (Scotton et al, 2005; Hubbard et al, 2010).
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Figura 1. Via de sefalizacion en la que participan IRAK-4 e IRAK-M para la produccion de
citoquinas y quimioquinas proinflamatorias. IRAK-M ejerce una regulacion negativa sobre la via
(Jain et al, 2014).

1.4.2.3 Alteraciones de IRAK-4 e IRAK-M

La deficiencia de IRAK-4 en humanos ocasiona una respuesta inmunoldgica disminuida
frente a infecciones virales y/o bacterianas (Medvedev et al, 2003; Picard et al, 2003; Ku et
al, 2007; Picard et al, 2010). En modelos celulares 0 murinos con sepsis por Streptococcus
pneumoniae o Pseudomonas aeruginosa, la sobreexpresion de IRAK-M se asocia con

tolerancia a LPS al disminuir la respuesta inmunoldgica (Escoll et al, 2003; Deng et al, 2006;
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Van’t Veer et al, 2007; van der Windt et al, 2012; Xia et al, 2018). En neumonia murina por
influenza la deficiencia de IRAK-M aument0 la letalidad y disminuyd la eliminacion efectiva

del virus (Seki et al, 2009).

Se han asociado variantes genéticas de irak-4 con riesgo de infecciones. En pacientes criticos
con sindrome de respuesta inflamatoria sistémica, la presencia del alelo A en el polimorfismo
de un nucledtido (SNP) rs4251545 (c.1282G>A) se asociaba a un mayor riesgo de sufrir
infecciones producidas por bacterias Gram positivas en pacientes con sindrome de respuesta
inflamatoria sistémica (SIRS), disminuyendo la respuesta inmunitaria (Sutherland et al,
2011), asi como en pacientes con sepsis se asociaba a un mayor riesgo de una enfermedad
grave (Yin et al, 2012). Carrasco-Colom y cols. asociaron el genotipo CC del SNP
rs4251513 (g.44174204G>C) con algun tipo de secuela producida por la enfermedad
neumococica invasiva grave (SIPD), mientras el alelo A del SNP rs1141168
(9.44182706A>G) vy el genotipo CC y alelo C del SNP rs1461567 (9.44164689G>A) se

asociaron con un mayor riesgo de mortalidad (Carrasco-Colom et al, 2015).

Se han descrito variantes genéticas de irak-3 relacionadas con el desarrollo de asma,
asociando haplotipos con la disminucion de la expresion proteica de IRAK-M en pacientes
asmaticos de origen italiano (Balaci et al, 2007); sin embargo, estas diferencias no fueron
detectadas en poblacidn japonesa (Nakashima et al, 2006). En artritis reumatoide, el genotipo
TT del SNP rs11541076 (g.66648328A>T) predice una mejor respuesta al tratamiento con
anti-TNF-a en poblacion danesa (Sode et al, 2016). Por otra parte, en sepsis, el genotipo GG
y alelo G del SNP rs1152888 (c.439A>G) se asocian con un incremento en el riesgo de
desarrollo de sepsis, mientras que el genotipo AA 'y el alelo A se asociaron con proteccion al

desarrollo de sepsis en poblacién china (Dong et al, 2013).
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Pese a la importancia que presentan IRAK-4 e IRAK-M en la regulacién de la respuesta
inmunoldgica (Figura 1), no existen estudios en pacientes con NAC que relacionen la
gravedad de la enfermedad con polimorfismos o cambios en la expresion génica de IRAK-

M o de IRAK-4.
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1.1 HIPOTESIS

Adultos chilenos con neumonia adquirida en la comunidad graves presentan genotipos de
riesgo en los SNPs rs4251545 de irak-4 y/o rs1152888 de irak-3, con una disminucion de la
expresion génica de IRAK-4, aumento de la expresion génica de IRAK-M y disminucién de
la concentracion de citoquinas y quimioquinas proinflamatorias en sangre respecto a adultos
con neumonia adquirida en la comunidad no graves, constituyendo marcadores con valor

pronostico de gravedad de la NAC.
11.2 OBJETIVO GENERAL

Evaluar si los adultos chilenos con neumonia adquirida en la comunidad graves presentan los
genotipos de riesgo en los SNPs rs4251545 de irak-4 y rs1152888 de irak-3, disminucion de
la expresion génica de IRAK-4, aumento de la expresion génica de IRAK-M y disminucion
de la concentracion de citoquinas y quimioquinas proinflamatorias en sangre respecto a

adultos con NAC no graves.

11.3 OBJETIVO ESPECIFICOS

1.- Identificar genotipos de riesgo de los SNPs rs4251545 de irak-4 y rs1152888 de irak-3
asociados a gravedad de NAC comparando las frecuencias alélicas y genotipicas en adultos

chilenos con NAC graves y no graves.

2.- Relacionar la expresion génica de IRAK-4 e IRAK-M con la gravedad de la NAC en

adultos chilenos, comparando su expresion en sangre de adultos con NAC graves y no graves.

3.- Determinar el efecto de los cambios de expresion de IRAK-4 e IRAK-M en la produccién
de citoquinas y quimioquinas proinflamatorias involucradas en la via de NF«kB, comparando

sus concentraciones sanguineas entre adultos con NAC no graves y graves.

4.- Analizar la utilidad de los SNPs rs4251545 de irak-4, rs1152888 de irak-3 y la expresion

génica de IRAK-4 e IRAK-M como marcadores de gravedad de NAC en adultos chilenos.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

111.1 Poblacién de estudio

Se estudiaron 225 adultos hospitalizados con NAC entre julio de 2017 y octubre de 2019; en
203 se dispuso de datos clinicos. Los pacientes fueron enrolados en los hospitales Dr. Lucio
Cordova, Clinico de la Universidad de Chile y Complejo Hospitalario San José. Los criterios
de inclusion fueron: mayores de 18 afios hospitalizados por neumonia confirmada por
radiografia de tdrax, segun definicion del MINSAL. Los dias de evolucién de enfermedad
fueron considerados a partir del inicio de los sintomas indicados por el paciente al momento
de su hospitalizacion. Se utilizaron como criterios de exclusion la hospitalizacion en al menos
30 dias previos a la incorporacion en el estudio, condiciones de inmunosupresion (terapia
inmunosupresora, tratamiento activo para cancer, trasplante de organos, dialisis, infeccion
por VIH). Ademas, se incluyo un total de 22 voluntarios adultos sin enfermedad respiratoria
durante, al menos, 45 dias previos a su enrolamiento y con deteccion negativa de agentes

infecciosos respiratorios.

Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica de Investigacion Cientifico o de
Investigacion del Hospital Clinico de la Universidad de Chile, por el comité de Etica de
Investigacion en seres humanos de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile y por
los comités de Etica del Servicio de Salud Metropolitano Sur y Norte. Todos los participantes
del estudio se incorporaron voluntariamente, lo que fue confirmado con su firma del

consentimiento informado aprobado por los comités de ética (Ver Anexo).
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111.2 Clasificacion de gravedad de adultos con NAC

Se utilizaron las escalas prondsticas PSI y CURB-65 para la clasificacion de gravedad de los
adultos con NAC. De acuerdo con el valor obtenido en cada escala, los adultos se clasificaron
en NAC no grave (PSI: 1-2-3; CURB-65: 0-1-2) y NAC grave (PSI: 4-5; CURB-65: 3-4-5).
Se analizaron los 194 adultos con NAC que pudieron ser clasificados tanto por PSI como por
CURB-65: 91 adultos fueron categorizados como no graves y 103 adultos como graves segln
PSI y 129 adultos fueron categorizados como no graves y 65 adultos como graves segun

CURB-65.

Con el fin de minimizar los errores de categorizacion de las escalas clinicas, los pacientes
con NAC se reclasificaron por gravedad en base a su evolucion, considerandose como grave
a quienes ingresaron a UCI o fallecieron (evolucion), independiente de la clasificacion
definida segun las escalas clinicas. Asi, se reclasificaron 17 de los 91 enfermos NAC no
graves segun PSI y 24 de los 129 pacientes no graves segun CURB-65. Esta reclasificacion

se indica como “Evolucion” no grave o grave en los resultados.

I11.3 Muestras biologicas estudiadas

De cada caso estudiado se obtuvo una muestra respiratoria a través de un hisopado
nasofaringeo con térula estéril depositada en un tubo con medio de transporte universal
(UTM) para la deteccion de agentes (bacterias y virus), orina de primer chorro en frasco
estéril para la deteccion de bacterias y 10 mL de sangre venosa periférica depositada en un
tubo (con EDTA), de la cual se utilizd 1 mL para la genotipificacion y la expresion génica

de IRAK-4 e IRAK-M y el plasma para la cuantificacion de citoquinas. Las muestras fueron
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obtenidas por personal de enfermeria y kinesiologia de cada hospital en las 24 hrs pos-

hospitalizacion y enrolamiento.
I11.4 Reactivos y materiales
Reactivos

-Agua libre de nucleasas (IDT, Coralville, lowa, Estados Unidos).
-Buffer Tris-EDTA (TE) (Winkler, Santiago, Chile).

-Etanol, cloroformo, isopropanol (Merck, Darmstadt, Alemania).
-Glicogeno (Merck, Darmstadt, Alemania).

-dNTPs (Omega Biotek, Norcross, Georgia, Estados Unidos).

- Transcriptasa reversa MMLV, RNasin®, random primers (PROMEGA®, Madison,

Wisconsin, Estados Unidos).

- Partidores para polimorfismos ¢.1282G>A de irak-4, c.439A>G de irak-3 y para
expresion génica de IRAK-4 e IRAK-M (IDT, Coralville, lowa, Estados Unidos).

- TRIzol (Invitrogen®, Carlsbad, California, EE. UU.).
Sistemas comerciales

- Amplificacion maltiple RT-PCR MWS (Argene®, Marcy-I'Etoile, Francia).
-BinaxNOW® (Abbott, Chicago, Illinois, Estados Unidos).
-Biotools DNA Polimerasa (Biotools, Madrid, Espafia).

- Extraccion de &cidos nucleicos totales por columna (Favorgen®, PingTung,

Taiwan).
- innuPREP Blood DNA mini kit (Analytic Jena®, Jena, Alemania).

- Kapa HRM Fast (Kapa Biosystems, San Luis, Misuri, Estados Unidos).
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- Kapa SYBR Fast® (Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri, Estados Unidos).
- MILLIPLEX® MAP (Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri, Estados Unidos)
-HCYTOMAGG60K-25
-HCYTOMAGG60K-02

- TURBO DNA-free™ (Ambion™, Austin, Texas, Estados Unidos).
Equipos

- ECO real time PCR (lllumina®, San Diego, California, Estados Unidos).

- Espectrofotometro EPOCH (Biotek™, Winooski, Vermont, Estados Unidos).
- Termociclador MIC (Biomolecular Systems, Goald Coast, Australia).

- Termociclador PxE 0.2 (THERMO®, Waltham, Massachusetts, EE. UU.).

- MAGPIX® (Merck, Darmstadt, Alemania).
I11.5 Deteccion de agentes

El ARN y el ADN de las muestras respiratorias se obtuvieron con el sistema comercial de
extraccion de &cidos nucleicos totales por columna (Favorgen®), y la extraccion se realizo
por personal de laboratorio siguiendo las indicaciones del fabricante con las medidas de
bioseguridad correspondiente al manejo de muestras bioldgicas. La deteccion de los agentes,
bacterias y virus se realizO mediante transcripcién inversa- reaccién en cadena de la
polimerasa (RT-PCR por sus siglas en inglés) con el sistema comercial de amplificacion
multiple RT-PCR MWS (Argene®), utilizando el termociclador MIC (Biomolecular
Systems). Este sistema comercial permite la deteccion de las bacterias Mycoplasma
pneumoniae, Chlamydophila pneumoniae y L. pneumophila, y de los virus influenza A

(FluA) y B (FluB), rinovirus (RV), virus respiratorio sincicial (VRS), coronavirus humano
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(HCoV), virus parainfluenza (PIV), metapneumovirus humano (hMPV), bocavirus humano

(HBoV), adenovirus (AdV) y enterovirus (EV).

En las muestras de orina, se detectd Streptococcus pneumoniae y de Legionella pneumophila

por inmunocromatografia (Binax Now®).

Todos los resultados de deteccion fueron reportados al grupo médico de los respectivos

hospitales, con el fin de contribuir al diagndstico y tratamiento de los pacientes.

I11.6 Determinacion de genotipos de los polimorfismos ¢.1282G>A (rs4251545) de irak-

4y c.439A>G (rs1152888) de irak-3

111.6.1. Obtencion de ADN genomico

Se extrajo el ADN genomico (ADNg) a partir de 400 pL de la sangre completa, utilizando el
sistema comercial “innuPREP Blood DNA mini kit” (Analytic Jena®), siguiendo las
indicaciones del fabricante. EI ADN obtenido fue tratado con Proteinasa K y RNAsa
(incluidos en el sistema comercial) y se cuantifico en el espectrofotometro EPOCH
(Biotek™), Se almacenaron alicuotas de 5 ng/pL a -20°C, mientras que las muestras

concentradas fueron guardadas a -80°C.

111.6.2. Determinacién genotipica

Las determinaciones genotipicas de los SNPs ¢.1282G>A de irak-4 y c.439A>G de irak-3 se
realizaron mediante PCR en tiempo real acoplado a fusion de alta resolucion (High
Resolution Melting, HRM) (PCR-HRM) (Tabla 3). Los partidores fueron disefiados de
acuerdo con la secuencia gendmica descrita en el sitio NCBI (NM_001114182.2 para irak-4
y NM_007199.2 para irak-3), utilizando el programa Beacon Designer 8 (Premier Biosoft

int®, San Francisco, California, Estados Unidos) y se indican en la Tabla 4. Para la
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genotipificacion se emplearon 10 ng de ADNg por reaccion, utilizando el sistema comercial
Kapa HRM Fast (Kapa Biosystems) en el equipo ECO real time PCR (lllumina®). El

producto amplificado esperado tiene un tamafio de 90 pb para irak-4 y 84 pb para irak-3

Tabla 3. Descripcion de las variantes rs4251545 de irak-4 y rs1152888 de irak-3

SNP Gen Posicion Variante en Variante en
cromosoma MRNA proteina

rs4251545 irak-4 12912 €.1282G>A p.Alad28Thr

rs1152888 irak-3 12.14.3 €.439A>G p.llel47Val

Ambos SNP producen una mutacion missense a nivel de proteina.

Tabla 4. Secuencia de partidores para la genotipificacion de los SNPs ¢.1282G>A de irak-4 y
€.439A>G de irak-3

Polimorfismo Partidor directo (5°-3°) Partidor reverso (5°-3)
c.1282 G>Airak-4 = TGATGCTGATTCCACTTC TTCTTAATGTCTGGTCTCTTAT
c.439 A>G irak-3 GGTGATGTTCCTTCTTAGC TTTGAAAGCTGATGGAAGAT

111.6.3. Estandarizacion de partidores para la genotipificacion.

Se optimizo la genotipificacion del SNP ¢.1282 G>A de irak-4 con 10 ng de ADNg, en un
volumen final de 10uL, estableciéndose las concentraciones de los reactivos (Tabla 5). El
programa de amplificacion para el PCR-HRM fue el siguiente: desnaturacion inicial a 95°C
durante 120 segundos, seguido de 45 ciclos de desnaturacion a 95°C durante 5 segundos y
apareamiento de partidores a 53°C durante 15 segundos, seguido de HRM desde 55°C a 95°C
(Tabla 6). La Figura 2 muestra un grafico representativo de las curvas de HRM para

determinar los genotipos de cada muestra.
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Tabla 5. Concentracion de reactivos en la reaccion de PCR-HRM para el
analisis del polimorfismo ¢.1282G>A de irak-4

Concentracion inicial Concentracion final
KAPA HRM 2X 1X
IRAK-4 HD 10 uM 0,25 uM
IRAK-4 HR 10 uM 0,25 uM
MgCl, 25 mM 2,5 mM
Agua libre de nucleasas Para completar volumen a
10pL

Tabla 6. Programa de amplificacion para el polimorfismo ¢.1282G>A de irak-4

Temperatura Tiempo () Ciclos
Desnaturacion inicial 95°C 120 1
Desnaturacion 95°C 5
Apareamiento 53°C 15 45
HRM 55-95 °C

Fluorescencia Normalizada

Temperatura (°C)

Figura 2. Gréfico representativo de la curva de HRM para la genotipificacion
del polimorfismo ¢.1282G>A (rs4251545) de irak-4. La curva café representa la
obtenida en individuos homocigoto GG, la curva azul representa a los individuos
homocigoto AA vy la verde a los individuos heterocigoto GA.
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Las Tablas 7 describe las concentraciones de reactivos, mientras que el programa de
amplificacion para la reaccion de PCR-HRM optimizada para los estudios del SNP
€.439A>G de irak-3 fue el siguiente: desnaturacion inicial a 95°C durante 120 segundos,
seguido de 45 ciclos de desnaturacion a 95°C durante 5 segundos y apareamiento de
partidores a 54°C durante 15 segundos, seguido de HRM desde 55°C a 95°C (Tabla 8). Se
utilizaron 10 ng de ADNg, en un volumen final de 10uL. La Figura 3 muestra un grafico

representativo de las curvas de HRM para determinar los genotipos de cada muestra.

Tabla 7. Concentracién de reactivos en la reaccién de PCR-HRM
para el analisis del polimorfismo ¢.439A>G de irak-3

Concentracion inicial| Concentracion final
KAPA HRM 2X 1X
IRAK-M HD 10 uM 0,25 uM
IRAK-M HR 10 uM 0,25 uM
MgCl, 25 mM 2,5mM
Agua libre de nucleasas Para completar
volumen a 10uL

Tabla 8. Programa de amplificacion para el polimorfismo ¢.439A>G de irak-3

Temperatura Tiempo (s) Ciclos
Desnaturacion inicial 95°C 120 1
Desnaturacion 95°C 5 .
- 45 ciclos
Apareamiento 54°C 15
HRM 55-95 °C
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Fluorescencia Normalizada

Temperatura (°C)

Figura 3. Grafico representativo de la curva de HRM para la genotipificacion
del polimorfismo ¢.439A>G (rs1152888) de irak-3. La curva café representa
individuos homocigoto G, la curva azul a los individuos homocigoto Ay la verde a
los individuos heterocigoto GA.

I11.7 Determinacion de la expresion génica relativa de IRAK-4 e IRAK-M
111.7.1. Obtencion de ARN

El ARN se obtuvo agregando un mL de guanidinio tiocianato-fenol-cloroformo (TRIzol,
Invitrogen®) y 200 pL de cloroformo a 400 pL de sedimento celular de la sangre de los
pacientes. La mezcla se centrifugé a 17000 g durante 15 minutos a 4°C. El sobrenadante se
mezcl6 con isopropanol y 1uL de glicgeno (20 ng/pL) y se mantuvo durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente la muestra se centrifugd a 17000 g durante 15 minutos
a 4°C. El sedimento obtenido se lavd con etanol 75% frio y se agreg6 1uL de glicogeno (20
ng/uL). Luego se centrifugd durante 2 minutos a 17000 g a 4°C. Eliminado el sobrenadante,

el sedimento se sec6 a 37°C durante 30 minutos y posteriormente se resuspendié en TE
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MasterPure™ 1X. La muestra resuspendida se cuantificO mediante espectrofotometria

(EPOCH, Biotek®) a 260 y 280 nm.

111.7.2. Eliminacién de contaminantes

El ARN obtenido se traté con DNAsa (sistema comercial TURBO DNA-free™, Ambion™)
para eliminar el ADN contaminante siguiendo las indicaciones del fabricante. Se incub6 1U
de enzima por cada 10 pug de ARN obtenido durante 30 minutos a 37°C y posteriormente se
inactivo la enzima utilizando el inactivador incluido en el sistema comercial. El ARN tratado
se cuantifico y se le agregé 1 pL de RNAsin (PROMEGA®). Este ARN se utilizo

inmediatamente para realizar la transcripcion inversa.

111.7.3. Transcripcién inversa

Se prepararon alicuotas de 2 pug de ARN tratado con DNAsa para realizar la transcripcion
inversa (RT) con el fin de obtener el ADN complementario (ADNc). Se utilizo la enzima
MMLV RT (PROMEGA®) y partidores aleatorios (-Random Primers- PROMEGA®)
siguiendo las indicaciones del proveedor. La reaccion se realizé a 37°C durante 1 hora en
termociclador (THERMO®), con un volumen final por reaccion de 25 pL. Las muestras de

ADNCc se guardaron a -80°C.

111.7.4. PCR en tiempo real

La expresion génica a nivel transcripcional de IRAK-4 e IRAK-M se determindé mediante
PCR en tiempo real (PCR-tr) con los partidores disefiados (Tabla 9) utilizando el programa
Beacon Designer 8 (Premier Biosoft int. ®) en base a la secuencia descrita de la variante
larga de los mensajeros de IRAK-4 e IRAK-M (NM_001114182 de IRAK-4 y NM_007119

de IRAK-M). La PCR-tr se realizd con el sistema comercial Kapa SYBR Fast® (Sigma-
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Aldrich) pararealizar las reacciones de PCR-tr en el equipo Eco Real Time PCR (lllumina®).

El producto amplificado tiene un tamafio de 149 pb para IRAK-4 y de 81 pb para IRAK-M.

Se selecciond B-tubulina como gen normalizador, cuya expresion no se modifica en distintas
situaciones patoldgicas, para analizar la expresion génica relativa de IRAK-4 ¢ IRAK-M

mediante el método AACt.

Tabla 9. Secuencia de partidores para medir la expresion génica relativa de
IRAK-4 e IRAK-M

Gen Partidor directo (5°-3°) Partidor reverso (5°-3)
irak-4 GATGAACACCGTGAACCT AGACATTGACTAGCAACAGAG

irak-3 TCAGAGAAGAGTTATCAGGAAGGT  AAGAACATTATCCACGGTGACATT

Para evaluar la expresion a nivel transcripcional de IRAK-4, se optimizaron las
concentraciones de reactivos (Tabla 10) y se uso el siguiente el programa de amplificacion:
desnaturacion inicial a 95°C durante 180 segundos, seguido de 45 de desnaturacion a 95°C
durante 3 segundos, apareamiento de partidores a 55°C durante 15 y extension a 72°C durante
1 segundo, seguido de la curva de fusion desde 55°C a 95°C (Tabla 11). Se utilizaron 2 pL
de ADNCc (obtenidos a partir de 2 ug de ARN tratado) y un volumen final de 10 pL. La

Figura 4 muestra un gréafico representativo de las curvas de fusion obtenidas:

Tabla 10. Concentracion de reactivos para el andlisis de la expresion
del mensajero del gen de IRAK-4 mediante la reaccién de PCR en

tiempo real
Concentracion inicial | Concentracion final
KAPA SYBR Fast 2X 1X
IRAK-4 cD 10 uM 0,2 uM
IRAK-4 cR 10 uM 0,2 uM
. Para completar
Agua libre de nucleasas volumen a 10 pL
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Tabla 11. Programa de amplificacién para la expresion relativa del gen de

IRAK-4
Temperatura | Tiempo (S) Ciclos
Desnaturacion inicial 95°C 180 1
Desnaturacion 95°C 3
Apareamiento 55°C 15 45 ciclos
Extension 72°C 1
Curva de Fusion 55-95 °C

[t 9

3

g

g

fa —

. Temperémra °C)

Figura 4. Gréfico representativo de la curva de fusion obtenida para la
expresion relativa del gen de IRAK-4. El valor de la Temperatura de fusion
(Tm) para las reacciones fue 76.9° C.

La optimizacion de la PCR para determinar la expresion génica de IRAK-M fue determinada
con 2 pL de muestra de ADNc obtenidos a partir de 2 ug de ARN tratado, en un volumen
final de 10 pL. Las concentraciones de reactivos se detallan en la Tabla 12, mientras que el
programa de amplificacion utilizado fue el siguiente: desnaturacion inicial a 95°C durante
180 segundos, seguido de 45 ciclos de desnaturacion a 95°C durante 3 segundos,

apareamiento de partidores a 57°C durante 10 segundos y extensién a 72°C durante 1
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segundo, seguido de la curva de fusion desde 55°C a 95°C. La Figura 5 muestra un grafico

representativo de las curvas de fusion obtenida de las reacciones.

Tabla 12. Concentracion de reactivos para el analisis de la expresion
del mensajero del gen de IRAK-M mediante la reaccion de PCR en

tiempo real
Concentracion inicial | Concentracion final
KAPA SYBR Fast 2X 1X
IRAK-4 cD 10 uM 0,2 uM
IRAK-4 cR 10 uM 0,2 uM
Agua libre de nucleasas Para completar
volumen a 10 pL

Tabla 13. Programa de amplificacion para la expresion relativa del gen

de IRAK-M
Temperatura Tiempo Ciclos
(s)
Desnaturacion inicial 95°C 180 1
Desnaturacion 95°C 3
Apareamiento 57°C 10 45 ciclos
Extension 72°C 1
Curva de Fusién 55-95 °C
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Derivada de Fluorescencia

Temperatura (°C)

Figura 5. Gréfico representativo de la curva de fusion obtenida para la
expresion relativa del gen de IRAK-M. El valor de la Temperatura de fusion
(Tm) para las reacciones fue de 75,7 °C.

Se realizaron 5 diluciones seriadas de una muestra positiva (factor de dilucion de 10) para
determinar la eficiencia de las reacciones de PCR-tr. La curva estandar incluyé 5 puntos de
dilucion, cada uno en triplicado, graficando el Ct (nimero de ciclos) vs el logaritmo en base
10 de la concentracion del ADNC, y los puntos de la curva se ajustaron a una recta mediante
una regresion lineal. A partir de la pendiente de la curva estandar se determino la eficiencia
de la reaccion de amplificacion mediante la siguiente formula: Eficiencia= 10-%/pendiente
(Vandesompele et al, 2008). Se obtuvo una pendiente de -3,6, con una eficiencia del 89%
para IRAK-4, mientras que para IRAK-M se obtuvo una pendiente de -3,48, con una

eficiencia del 93,8%.
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1.8 Cuantificaciéon de citoquinas y quimioquinas proinflamatorias en plasma

mediante Luminex®

111.8.1. Muestras de plasma

Se obtuvo el plasma de las muestras sanguineas de adultos con NAC mediante centrifugacion
a 358 xg durante 5 minutos. Se recolectaron 120 a 240 uL de sobrenadante en tubos, los que

se almacenaron a -80° C.

111.8.2. Cuantificacion con Luminex®

Se utilizo el sistema comercial MILLIPLEX® MAP para el analisis de las siguientes
citoquinas y quimioquinas RANTES, IL-1B, IL-2, IL-6, GM-CSF, IL-12 (p40 y p70), IL-8,
IP-10, MCP-1, MIP-1a, TNF-a y eotaxina, siguiendo las indicaciones del fabricante,
utilizando el equipo MAGPIX® con el programa XPONENT. Los datos fueron analizados

usando una curva logistica de 5 parametros mediante el programa Milliplex analyst.

111.9 Analisis Estadistico

Se realiz6 un analisis descriptivo de las caracteristicas de la poblacion chilena estudiada
(sexo, edad, gravedad, comorbilidades) y variables de estudio (frecuencias genotipicas,
frecuencias alélicas, expresion génica y concentracion en plasma de citoquinas) a través de
medidas de tendencia central (promedios 0 medianas) y de dispersion (desviacion estandar,
rangos) para las variables cuantitativas y distribucién de frecuencias para las variables

categoricas.

Se compararon las variables cualitativas y cuantitativas entre los adultos con NAC graves y
no graves definidos por la escala PSI o CURB-65 mediante las pruebas de Chi-Cuadrado,

Fisher y Mann-Whitney, respectivamente, con el programa GraphPad Prism V 8.0
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(GraphPadSoftware, Inc). Se consider6 una diferencia estadisticamente significativa si

p<0,05.

En todos los SNPs se analizé el equilibrio Hardy-Weinberg (HWE) usando la prueba del chi-

cuadrado, obteniéndose un p>0.05 (poblacién en equilibrio HWE).

La asociacion de las frecuencias genotipica de los SNPs con la gravedad de la enfermedad se
analiz6 mediante el programa Unphased (Dudbrigde, 2003), mientras que la asociacion de
las frecuencias alélicas se analizo utilizando el programa Unphased y la prueba de Armitage
(sitio web: https://ihg.helmholtz-muenchen.de/cgi-bin/hw/hwal.pl). Se considerd una

diferencia estadisticamente significativa un p<0,05.

Para la comparacion de los niveles de citoquinas y quimioquinas entre adultos con NAC no
graves y graves, se tomo como valor minimo y méaximo el limite de deteccion de

fluorescencia para cada citoquina y quimioquina estudiada.

La asociacion de los polimorfismos y la expresion génica con la gravedad de la NAC se
determin6é mediante una regresion lineal maltiple, utilizando el programa STATA. Se utilizo
como variable respuesta la gravedad de los adultos con NAC, y como variables predictoras
se utilizaron los genotipos GG y GA del SNP ¢.1282G>A de irak-4, y GG y GA del SNP
€.439A>G de irak-3 y los valores de expresion superiores a 1,5 veces de cambio 0 menores
a 0,5 veces de cambio, tanto para IRAK-4 como para IRAK-M. Ademas, en algunos analisis
se incluyeron la edad y el sexo. Se considerd una diferencia estadisticamente significativa un

p<0,05.

La especificidad y sensibilidad del genotipo GA del SNP ¢.1282G>A de irak-4 como

marcador, se realiz6 mediante curvas ROC. Los portadores del genotipo GA previamente
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categorizados como graves se reclasificaron como no graves asignandoseles un puntaje de 2
para CURB-65 y 3 para PSI. Por otra parte, los individuos graves (ingreso a UCI o fallecidos)
que fueron categorizados como no graves, se les asign6 un puntaje de 3, 4 y 5 segun CURB-
65 si ingresé a UCI, si fallecio, o ambos, respectivamente, mientras que para PSI se asigné
puntaje 4 si el enfermo fue admitido a UCI o fallecié y 5 con ambos sucesos. Se utilizé como
referencia la clasificacién de los pacientes segun evolucién. Se considerd una diferencia

significativa un p< 0,05.
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V. RESULTADOS

V.1 Caracteristicas clinicas y demograficas de adultos con NAC

IV.1.1 Segun clasificacion de gravedad por PSI

Las caracteristicas demogréficas y clinicas de los adultos con NAC clasificados segun la
gravedad clinica por PSI se describen en la Tabla 14. La mediana de edad de los casos graves
fue significativamente mayor que los casos no graves, y, aunque la proporcion de mujeres
fue menor, la diferencia no fue significativa. De acuerdo con lo esperable, la mortalidad y el
ingreso a UCI fueron significativamente mayores en el grupo grave. La hipertension arterial
(HTA), la diabetes, y la enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC) fueron las
comorbilidades mas frecuentes en la poblacion chilena estudiada (41%, 31% y 24%,
respectivamente), y en proporciones similares en ambos grupos, mientras que la proporcion
con insuficiencia cardiaca y enfermedad neurologica fue significativamente superior en los

Casos graves.
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Tabla 14. Caracteristicas clinicas de 203 adultos con NAC categorizados
por gravedad segun la escala PSI

No Graves Graves p

N 96 107

Mujeres n (%) 54 (56,3%) 46 (43,0%) 0,05
Edad mediana [rango] 62 [20-91] 79 [40-95] <0,0001
UCI n (%) 10 (10,4%) 26 (24,3%) 0,0097
Dias hospitalizados mediana [rango] 7 [1-25] 10 [1-77] 0,0020
Fallecidos n (%0) 7 (7,5%) 25 (23,6%) 0,0021
Alcoholismo n (%0) 6 (6,4%) 8 (7,5%) 0,7612
Tabaquismo n (%) 21 (22,3%) 26 (24,3%) 0,7434

Comorbilidades

Diabetes n (%) 25 (26,3%) 38 (35,5%) 0,1590
Insuficiencia Cardiaca n (%) 6 (6,3%) 29 (27,4%) <0,0001
Insuficiencia Renal n (%) 5 (5,2%) 13 (12,2%) 0,0824
HTA n (%) 34 (36,6%) 50 (46,7%) 0,1461
EPOC n (%) 21(21,9%) 27 (25,2%) 0,5739
Fibrosis Pulmonar /Enfisema n (%) 7 (7,6%) 6 (6%) 0,6576
Neoplasia n (%0) 3 (3,2%) 9 (8,4%) 0,1149
Enfermedad Neurolégica n (%) 6 (6,3%) 30 (28,3%) <0,0001
Dafio Hepatico n (%) 2(2,1%) 5(4,7%) 0,3127
Asma n (%) 10(10,4%) 8(7,5%) 0,4619

n: namero de adultos; UCI: Unidad de Cuidados Intensivos; HTA: Hipertensidn
Arterial; EPOC: Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica. Se utiliz6 la prueba no
paramétrica de Mann-Whitney para la edad y los dias de hospitalizacidn, y la prueba del
chi cuadrado para las demas categorias. Se consider6 significativo si p < 0,05. En negrita
se destacan las diferencias significativas.

IV.1.2 Segun clasificacion de gravedad por CURB-65

Las caracteristicas clinicas y demograficas de los adultos con NAC segun gravedad definida
por CURB-65 se observan en la Tabla 15. Al igual que la clasificacion por PSI, la mediana
de edad de los adultos graves fue significativamente mayor que los no graves, pero la
proporcion de mujeres fue mayor, aunque también sin diferencias significativas. La
mortalidad fue significativamente mayor en el grupo grave, pero contrario a lo esperado, el
ingreso a UCI fue similar en ambos grupos. Al igual que en la gravedad por PSI, la proporcion
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de casos con insuficiencia cardiaca y con enfermedad neuroldgica fue significativamente

mayor en los casos graves.

Tabla 15. Caracteristicas clinicas de 203 adultos con NAC categorizados
por gravedad segun la escala CURB-65

No Graves Graves p

N 135 68

Mujeres 63(46,7%) 37(54,4%) 0,2975
Edad mediana [rango] 65 [20-95] 80 [40-95] <0,0001
UCI n (%) 19(14,1%) 17(25%) 0,0544
Dias hospitalizados mediana [rango] 7,5 [1-27] 11[1-77] 0,0013
Fallecidos n (%0) 6(5,3%) 26(37,9%) <0,0001
Alcoholismo n (%) 9(6,8%) 5(7,4%) 0,8773
Tabaquismo n (%) 30(22,6%) 17(25%) 0,6986

Comorbilidades

Diabetes n (%) 42(31,3%) 21(30,9%) 0,9467
Insuficiencia Cardiaca n (%) 16(6,3%) 20(27,4%) 0,0020
Insuficiencia Renal n (%) 10(5,2%) 8(12,2%) 0,3026
HTA n (%) 54(40,9%) 30(44,1%) 0,6632
EPOC n (%) 32(23,7%) 16(23,5%) 0,9780
Fibrosis Pulmonar /Enfisema n (%) 10(7,6%) 3(4,9%) 0,4856
Neoplasia n (%) 6(4,5%) 6(8,8%) 0,2169
Enfermedad Neurolégica n (%) 12(9,0%) 24(35,8%) <0,0001
Darfio Hepatico n (%0) 4(3,0%) 3(4,4%) 0,5934
Asma n (%) 13(9,6%) 5(7,4%) 0,5902

n: ndmero de adultos; UCI: Unidad de Cuidados Intensivos; HTA: Hipertension
Arterial; EPOC: Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica. Se utiliz6 la prueba no
paramétrica de Mann-Whitney para edad y dias de hospitalizacion, y la prueba del
chi cuadrado para las demas categorias. Se considerd significativo p < 0,05. En
negrita se destacan las diferencias significativas.
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IVV.2 Frecuencias alélicas y genotipicas de los SNPs en adultos con NAC

1V.2.1 SNP ¢.1282G>A (rs4251545) de irak-4

Se analiz6 el SNP rs4251545 de irak-4 en 194 adultos con NAC. Este SNP genera un cambio
de G por A en la posicion 1282 en el mensajero (c.1282G>A), ocasionando un cambio
aminoacidico de alanina (Ala) por treonina (Thr) en la posicion 428 en el dominio quinasa

de la proteina (Tabla 3; seccién Materiales y Métodos).
IV.2.1.1 Segun clasificacion de gravedad por PSI

La frecuencia genotipica y alélica del SNP ¢.1282G>A de irak-4 se determino en 91 adultos

con NAC no graves y 103 graves segun la clasificacion por PSI (Figura 6).

a) Frecuencia genotipica b) Frecuencia alélica
100% - N 100% - *
80% - 80% -
60% - 60% -
40% - . 40% -
20% I. 20% - . *
0% - —— 0% - L
GG GA AA G A
mNo Graves 62.6% 36.3% 1.1% mNo Graves  80.8% 19.2%
m Graves 79.6% 19.4% 1.0% m Graves 89.3% 10.7%

Fig. 6 Frecuencia genotipica (a) y alélica (b) del polimorfismo ¢.1282G>A de irak-4 en 194
adultos con NAC graves y no graves segun PSI. Los analisis estadisticos se realizaron con el
programa Unphased para la frecuencia genotipica y alélica y la prueba de Armitage para el caso de
asociacion alélica, siendo significativo p<.0,05. Las diferencias significativas se indican con *.

Fue significativamente mayor la frecuencia del genotipo GG en pacientes graves (p<0,01), y
del genotipo GA en los casos no graves (p<0,01). La frecuencia del genotipo AA fue similar
en ambos grupos de pacientes (p=0,9).
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La asociacién alélica del SNP ¢.1282G>A con la gravedad de la NAC se analiz6 con el
programa Unphased, Se encontraron diferencias significativas en ambos alelos, siendo el
alelo G més frecuente en adultos graves y el alelo A més frecuente en los casos no graves
(p=0,02). Por otra parte, mediante la prueba de Armitage (prueba de asociacién a riesgo
alélico) se obtuvieron diferencias significativas en la asociacién a riesgo en ambos alelos,
siendo el alelo G asociado a un riesgo mayor de gravedad (OR: 1,98), mientras que el alelo
A se asocid a un menor riesgo de gravedad (0,50) (p<0,01). Estos resultados indican que el
genotipo GG y el alelo G estan asociados a un mayor riesgo de desarrollar un cuadro grave
de la enfermedad, mientras que el heterocigoto GA y el alelo A se asociaria a menor riesgo

de una NAC grave.

La reclasificacion de enfermos por gravedad segun PSI, denominado “evolucion” (como se
explica en materiales y métodos), esto es, incluyendo entre los graves a los enfermos
considerados no graves, pero que ingresaron a UCI y/o fallecieron, permitié analizar este
SNP en 74 adultos no graves y 120 adultos graves. Los resultados obtenidos se muestran en

la Figura 7.
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Fig. 7 Frecuencia genotipica (a) y alélica (b) del polimorfismo ¢.1282G>A de irak-4 en 194
adultos con NAC graves y no graves segun evolucion y PSI. Se aplico el programa Unphased
para las frecuencias genotipicas y alélicas y la prueba de Armitage para la asociacion alélica. Se
considerd significativo para un p<.0.05. Las diferencias significativas se indican con *.

El genotipo GG se detectdé con mayor frecuencia en pacientes graves con NAC (p<0,05),

mientras que no hubo diferencias significativas respecto al genotipo GA (p>0,05) ni AA

(p=0,72). Las frecuencias alélicas fueron similares entre grupos graves y no graves de

acuerdo con lo obtenido mediante el programa Unphased (p=0,06). Por otra parte, la prueba

de Armitage no mostré asociacion a riesgo en ninguno de los dos alelos (p>0,05). Asi, con

estos resultados se mantiene la asociacion del genotipo GG con un mayor riesgo de una

evolucién grave de la NAC, pero no las otras asociaciones.

1VV.2.1.2 Segun clasificacion de gravedad por CURB-65

De acuerdo con CURB-65, 129 adultos fueron categorizados como no graves y 65 como

graves. Las frecuencias alélicas y genotipicas obtenidas se observan en la Figura 8.
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a) Frecuencia genotipica b) Frecuencia alélica
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Fig. 8 Frecuencia genotipica (a) y alélica (b) del polimorfismo ¢.1282G>A de irak-4 en 194
adultos con NAC graves y no graves segun CURB-65. Las frecuencias genotipicas y alélicas se
analizaron con el programa Unphased y la asociacion alélica con la prueba de Armitage. Se
considerd significativo si p<.0.05. Las diferencias significativas se indican con *.

La frecuencia genotipica analizada con Unphased mostré mayor frecuencia del genotipo GG
en pacientes graves (p=0,03), y mayor frecuencia del genotipo GA en pacientes no graves
(p=0,02). No se encontraron diferencias significativas en el genotipo AA (p=0,61) ni
tampoco en la frecuencia alélica (p=0,06). La prueba de Armitage no detecto asociacion de
riesgo en ninguno de los dos alelos (p>0,05). Estos resultados indican que el genotipo GG
se asocia a un mayor riesgo de desarrollar una NAC grave, mientras que el genotipo GA se

asocia a un menor riesgo de una NAC grave.

El analisis de los pacientes reclasificados segun evolucién y CURB-65, permitié comparar
la frecuencia genotipica del SNP ¢.1282G>A en 105 adultos no graves y 89 graves. Los

resultados obtenidos se muestran en la Figura 9.
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a) Frecuencia genotipica b) Frecuencia alélica
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Fig. 9 Frecuencia genotipica (a) y alélica (b) del polimorfismo ¢.1282G>A de irak-4 en adultos
con NAC graves y no graves segun evolucién y CURB-65. Para las frecuencias genotipicas y
alélicas el analisis estadistico se realiz6 con el programa Unphased y la prueba de Armitage para la
asociacion alélica, considerandose significativo un p<0,05. Las diferencias significativas se indican
con *,

Respecto a la frecuencia genotipica, el genotipo GG fue significativamente mas frecuente en
adultos graves (p=0,04), mientras que el genotipo GA fue mas frecuente en los enfermos no
graves (p=0,04). No se encontraron diferencias en la frecuencia del genotipo AA. Tampoco
se detectaron diferencias significativas en la frecuencia alélica mediante el programa
Unphased (p=0,07) y no se encontrd asociacion a riesgo en ninguno de los dos alelos
utilizando la prueba de Armitage (p>0,05). Estos resultados indican una asociacion del
genotipo GG con mayor riesgo de evolucionar a un cuadro grave de NAC y del genotipo GA

con menor riesgo de gravedad.

1VV.2.1.3 Frecuencia del SNP ¢.1282G>A de irak-4 segun sexo, deteccion de agentes y

comorbilidades de los adultos con NAC

El andlisis de las frecuencias genotipicas y alélicas del SNP ¢.1282G>A de irak-4 respecto a

otros parametros mostré similitudes por sexo, y diferencias por agentes detectados y
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comorbilidades. El genotipo AA so6lo se detectd en los casos con infeccion mixta (virus y
bacterias) (p<0,01). En el caso de las comorbilidades mas frecuentes (HTA, diabetes y
EPOC) en los adultos clasificados por PSI y CURB-65, se encontraron diferencias
significativas, siendo mayor la frecuencia del genotipo GA en los pacientes no graves con
HTA (GA p=0,04) 0 EPOC (GA p=0,03), mientras que el genotipo GG fue mas frecuente en
los clasificados graves que presentaron HTA (GG p=0,04) o EPOC (GG p=0,02) [ver Tablas
en anexo, seccion rs4251545 (c.1282G>A) de irak-4: género, deteccion de agentes y

comorbilidades].

IV.2.1.4 Frecuencia del SNP ¢.1282G>A de irak-4 segun la presencia de sepsis en adultos

con NAC

Considerando que la sepsis es una complicacion frecuente de la NAC en el adulto y el reporte
del SNP ¢.1282G>A con sepsis grave en poblacion china (Yin et al, 2012), se analizé este
SNP en 55 adultos con NAC que desarrollaron sepsis. En la Tabla 16 se describen los
resultados segun la clasificacion PSI por gravedad y sepsis, encontrandose diferencias
significativas tanto en la frecuencia genotipica como alélica. La frecuencia del genotipo GG
(p<0,01) y del alelo G (p=0,01) fue mayor en los casos graves, y del genotipo GA (p<0,01)
y del alelo A (p=0,01) en los no graves. Esta diferencia se mantiene al reclasificar los
enfermos por evolucion y PSI, siendo el genotipo GG (p<0,01) y el alelo G (p=0,01) mas
frecuente en pacientes graves, mientras el genotipo GA (p=0,002) y alelo A fueron mas

frecuentes en los casos no graves.
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Tabla 16. Frecuencia genotipica y alélica del SNP ¢.1282G>A de irak-4 en adultos con
NAC y sepsis, clasificados por gravedad segun PSlI, y reclasificados por evolucién y PSI

PSI EVOLUCION
No graves Graves p No graves Graves p
n: 18 n: 37 n: 10 n: 45
Genotipo GG (%) 38,9 81,1 0,001 33,3 76,8 0,004
Genotipo GA (%) 61,1 16,2 0,0007 66,7 20,9 0,002
Genotipo AA (%) 0 2,7 0,4 0 2,3 0,5
Alelo G (%) 69,4 89,2 66,7 87,2
Alelo A (%) 30,6 10,8 0,01 33,3 12,8 0,01

Los analisis estadisticos de la frecuencia genotipica y alélica se realizaron con el programa Unphased
y de la asociacidn alélica con la prueba de Armitage. Se consider6 significativo si p<0,05. En negrita
se destacan las diferencias significativas.

En el analisis de los pacientes clasificados por CURB-65, solo se encontraron diferencias
significativas al reclasificar por gravedad los casos, siendo el genotipo GA mas frecuente en
adultos con NAC vy sepsis no graves [ver Tabla en anexo, seccion rs4251545 (¢.1282G>A)

de irak-4: sepsis].

IV.2.2 SNP ¢.439A>G (rs1152888) de irak-3 (irak-m)

Se analizo el SNP rs1152888 de irak-3, que involucra un cambio de A>G en la posicion 439
del mensajero (c.439A>G), generando un cambio aminoacidico de isoleucina (lle) por valina
(\Val) en la posicién 147, en el dominio proST de la proteina. En ninguno de los 194 adultos

con NAC se detecto el genotipo AA.

IV.2.2.1 Segun clasificacion de gravedad por PSI

Entre los adultos con NAC graves y no graves clasificados por la escala PSI, no se detectaron

diferencias significativas en la frecuencia genotipica (p=0,5), ni alélica con el programa

40



Unphased (p=0,5). Tampoco se encontré asociacion a riesgo alélico mediante la prueba
Armitage (p=0,5) (Figura 10), por lo que el SNP ¢.439A>G de irak-3 no se asocia con la

gravedad de la NAC.

a) Frecuencia genotipica b) Frecuencia alélica
100% - 100% -
80% - 80% -
60% - 60% -
40% - 40% 1
20% - 20% 1
0% - [ | - 0% : e BN
GG GA G A
m No Graves 92.3% 7.7% m No Graves 96.2% 3.8%
m Graves 89.3% 10.7% m Graves 94.6% 5.3%

Fig. 10 Frecuencia genotipica (a) y alélica (b) del polimorfismo ¢c.439A>G de irak-3 en 194
adultos con NAC graves y no graves segun PSI. Para las frecuencias genotipicas y alélicas el
andlisis estadistico se realizé con el programa Unphased y la prueba de Armitage para la asociacién
alélica, considerandose significativo p<0,05.

Estos resultados se mantuvieron al analizar a los pacientes reclasificados por evolucion y
PSI, no detectandose diferencias significativas en la frecuencia genotipica (p=0,6), ni en la
frecuencia alélica de acuerdo con el analisis por Unphased (p=0,6), ni asociacion alélica a
riesgo con la prueba de Armitage (p=0,6) (Figura 11), indicando que no existe relacion del

SNP ¢.439A>G con la gravedad de la NAC.
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Fig. 11 Frecuencia genotipica y alélica del polimorfismo ¢.439A>G de irak-3 en 194 adultos
con NAC graves y no graves segun evolucion y PSI. Las frecuencias genotipicas y alélicas se
analizaron con el programa Unphased y la asociacion alélica con la prueba de Armitage. Se
considero significativo si p<0,05.

1VV.2.2.2 Segun clasificacion de gravedad por CURB-65

Contrario a lo observado en la clasificacion por PSI, el analisis de los casos graves y no
graves segun CURB-65, mostré diferencias significativas en la frecuencia genotipica y
alélica El genotipo GG fue mas frecuente en adultos graves y el GA fue mas frecuente en los
no graves (p=0,03), mientras que la frecuencia del alelo G fue mayor en graves y del alelo A
en no graves con el programa Unphased (p=0,04). Mediante la prueba de Armitage se detecto
un mayor riesgo de gravedad con la presencia del alelo A (OR: 2,75), y menor riesgo con la
del alelo G (OR: 0,43) (p=0,04) (Figura 13). Estos resultados indican que el genotipo GG y
el alelo G se asociarian a menor riesgo de gravedad, mientras que el genotipo GA y el alelo
A se asocian a mayor riesgo de desarrollar una NAC grave, en base a la categorizacion por

gravedad segin CURB-65.
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Fig. 12 Frecuencia genotipica (a) y alélica (b) del polimorfismo ¢.439A>G de irak-3 en 194
adultos con NAC graves y no graves segun CURB-65. Las frecuencias genotipicas y alélicas se
analizaron con el programa Unphased y la asociacion alélica con la prueba de Armitage. Se
considerd significativo si p< 0,05. Las diferencias significativas se indican con *.

En el andlisis de los casos reclasificados por evolucion y CURB-65 no se detectd asociacion

del SNP ¢.439A>G de irak-3 con gravedad en la frecuencia genotipica (p=0.1), y en la

frecuencia alélica mediante el programa Unphased (p=0,1). Ademas, no se encontro

asociacion a riesgo alélico utilizando la prueba de Armitage (p=0,1) (Figura 13). Estos

resultados indican que el SNP ¢.439A>G se relaciona con la gravedad del adulto con NAC

si se utiliza la clasificacion dada por CURB-65, pero esta asociacion no se detecta al

considerar la evolucion de la NAC.
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Fig. 13 Frecuencia genotipica (a) y alélica (b) del polimorfismo ¢.439A>G de irak-3 en 194
adultos con NAC graves y no graves segun evolucion y CURB-65. Las frecuencias genotipicas
y alélicas se analizaron con el programa Unphased y la asociacion alélica con la prueba de
Armitage. Se considero significativo si p<.0.05.

1V.2.2.3 Frecuencia del SNP ¢.439A>G de irak-3 segun sexo, deteccion de agentes y

comorbilidades de los adultos con NAC

Al analizar el polimorfismo ¢.439A>G de irak-3 respecto a otras variables, se encontraron
diferencias significativas en la frecuencia alélica y genotipica en hombres clasificados por
gravedad en base a CURB-65, siendo la frecuencia del genotipo GG y el alelo G maés
frecuente en hombres con NAC no graves y el genotipo GA y alelo A mas frecuente en graves
(genotipo p<0,03; alelo p<0,05). Segun agente detectado, no se encontraron diferencias
significativas en las frecuencias genotipicas ni alélicas del SNP ¢.439A<G. Por otro lado, al
analizar las comorbilidades mas frecuentes, no se encontraron diferencias significativas en
adultos con NAC que presentaron EPOC, pero si adultos con HTA o diabetes clasificados
por gravedad segun CURB-65. El genotipo GG vy el alelo G fueron mas frecuentes en
pacientes no graves con HTA o diabetes, y el genotipo GA y alelo A en pacientes graves, ya

sea con HTA (genotipo p<0,01; alelo p<0,01) o con diabetes (genotipo p=0,01; alelo p=0,01)
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(ver Tablas en anexo, seccion rs1152888 (c.439A>G) de irak-3: sexo, deteccion de agentes

y comorbilidades).

IV.2.2.4 Frecuencia del SNP ¢.439A>G de irak-3 segun la presencia de sepsis en adultos

con NAC

Dado que Dong et al mostraron una asociacion del SNP ¢.439A>G con sepsis en poblacion
china (Dong et al, 2013), se analizaron los 55 casos con NAC que presentaron sepsis. En los
clasificados por CURB-65 se detectaron diferencias significativas, siendo mas frecuente el
genotipo GG y alelo G en los casos no graves y el genotipo GA y alelo A en los casos graves
(Genotipo p=0,02; Alelo p=0,03) (Tabla 17). En el analisis de los casos reclasificados por
evolucion y CURB-65, se encontraron diferencias significativas en la frecuencia genotipica,
siendo el genotipo GG mas frecuente en adultos no graves, y el genotipo GA en los graves

(p=0,04).

Tabla 17. Frecuencias alélicas y genotipicas del SNP ¢.439A>G de irak-3 en adultos con
NAC y sepsis, clasificados por gravedad segun CURB-65 y evolucion

CURB-65 EVOLUCION
No Graves p No graves Grav?s D
graves (evolucién) (evolucién)
n 32 23 16 39

Genotipo GG
(%) 96,9 78,3 100 82,9
Genotipo GA 3.1 21,7 0,02 0 17.1 0,04
(%)
Genotipo AA
(%) ) ) ) ) ) )
Alelo G (%) 98,4 89,1 100 91,4
Alelo A (%) 1,6 10,9 0,03 0 8,6 0,05

Los andlisis estadisticos de la frecuencia genotipica y alélica se realizaron con el programa Unphased,
y la asociacion la asociacion alélica con prueba de Armitage. Se considero significativo si p<0,05. En
negrita se destacan las diferencias significativas.
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IV.2.3 Frecuencias de haplotipos de los SNP ¢.1282G>A de irak-4 y ¢.439A>G de irak-

3 en adultos con NAC

Debido a que tanto irak-4 como irak-3 se ubican en el mismo cromosoma (Tabla 3,
materiales y métodos), se realizd un analisis conjunto de haplotipos y de frecuencias
genotipicas para determinar si existe asociacion con gravedad de la NAC, de acuerdo con la

clasificacion por PSI, CURB-65 y su reclasificacion por evolucion.

Al clasificar por PSI, se encontr6 mayor frecuencia de la combinacién GG-GG (c.1282G>A
de irak-4 y ¢.439A>G de irak-3) en los casos graves (p<0,05), y GA-GG (¢.1282G>A de
irak-4 y c.439A>G de irak-3) en los casos no graves (p=0,01). En el caso de los alelos, el
haplotipo A-G (c.1282 G>A de irak-4 y c.439A>G de irak-3) fue més frecuente en los casos
no graves (p=0,01). Por el contrario, no se encontraron diferencias significativas al analizar

los casos reclasificados por evolucion y PSI.

Al clasificar por CURB-65, se encontr6 mayor frecuencia de la combinacion GA-GG
(c.1282G>A de irak-4 y c.439A>G de irak-3) en los casos no graves (p=0,02). En el caso de
los alelos, el haplotipo A-G (¢.1282G>A de irak-4 y c.439A>G de irak-3) fue mas frecuente
en los casos no graves (p=0,04). Sin embargo, al analizar los pacientes reclasificados por
evolucion y CURB-65, no se encontraron diferencias significativas en el analisis de
haplotipos. De esta forma, la asociacion de estos SNP con gravedad detectada al clasificar
solo en base a las escalas clinicas PSI y CURB-65, no se detecta al considerar la evolucién

de la NAC. [ver Tablas en anexo, seccion haplotipos].
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V.3 Expresion génica de IRAK-4 e IRAK-M en adultos con NAC

IV.3.1 Expresion génica de IRAK-4 en sangre
IV.3.1.1 En adultos con NAC clasificados por gravedad segun PSI

Considerando que la expresién génica de IRAK-4 mostrd variaciones temporales en el
analisis preliminar de 139 enfermos, con una menor expresion en los 17 pacientes con mas
de 7 dias de enfermedad (0,44 veces de cambio, p=0,03), estos casos se excluyeron de los
analisis de expresion. Para estudiar la expresion génica relativa (veces de cambio: Vc), se

considero el grupo no grave como grupo comparativo o “control”.

De acuerdo con la clasificacion por PSI, entre los 55 adultos graves y 67 no graves, no se
encontraron diferencias significativas en la expresion genica relativa (Vc graves=0,79;

p=0,5) (Figura 14).
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Fig. 14 Expresidn génica relativa de IRAK-4 en 67 adultos con NAC no graves y 55 graves segln
PSI. Se muestran los valores individuales de las veces de cambio utilizando el método AACt. Se
utiliz6 B-tubulina como gen normalizador y el grupo no grave como control. Las veces de cambio se
obtuvo con el valor de mediana del grupo control, siendo la mediana de este grupo= 1. Se utiliz6 la
prueba Mann Whitney (p>0,05).
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Fig. 15 Expresion génica relativa de IRAK-4 en 54 adultos con NAC no graves y 68 graves segun
evolucién y PSI. Se muestran los valores individuales de las veces de cambio utilizando el método
AACt. Se utiliz6 B-tubulina como gen normalizador y el grupo no grave como control. Las veces de
cambio se obtuvo con el valor de mediana del grupo control, siendo la mediana de este grupo= 1. Se
utilizé la prueba Mann Whitney (p>0,05).

Al analizar los enfermos por evolucion (y PSI), las Vc de los 68 casos no fue
significativamente diferente a la de los 54 casos no graves (Vc= 0,72; p=0,4) (Figura 15).
Estos resultados indican que no se detecta relacion de la expresion génica de IRAK-4 con la

gravedad de la NAC.

IV.3.1.2 En adultos con NAC clasificados por gravedad segun CURB-65

La evaluacion de la expresion de IRAK-4 en los adultos con NAC clasificados por gravedad
segun CURB-65, no mostro diferencias significativas entre los 39 adultos graves y los 83

casos no graves (Vc¢=0,81; p=0,7). (Figura 16).

48



20
16

[y
N

Veces de cambio (2nAA%Y
0 N

Fig. 16 Expresion génica relativa de IRAK-4 en 83 adultos con NAC no graves y 39 graves segin
CURB-65. Se muestran los valores individuales de las veces de cambio utilizando el método AACt.
Se utilizé B-tubulina como gen normalizador y el grupo no grave como control. Las veces de cambio

se obtuvo con el valor de mediana del grupo control, siendo la mediana de este grupo= 1. Se utiliz6
la prueba Mann Whitney (p>0,05).
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Fig. 17 Expresidn génica relativa de IRAK-4 en 52 adultos con NAC no graves y 70 graves segln
evolucion y CURB-65. Se muestran los valores individuales de las veces de cambio utilizando el
método AACt. Se utilizo B-tubulina como gen normalizador y el grupo no grave como control. Las
veces de cambio se obtuvo con el valor de mediana del grupo control, siendo la mediana de este
grupo= 1. Se utiliz6 la prueba Mann Whitney (p>0,05).

En el analisis de los casos reclasificados por evolucion y CURB-65, el valor de V¢ fue 0,77

para los 52 adultos graves, sin ser significativamente diferente de los 70 adultos no graves
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(p=0,6) (Figura 17). Los resultados muestran relacion entre la expresion génica de IRAK-4

y la gravedad de la NAC en el adulto chileno.

IV.3.1.3 Expresion génica de IRAK-4 en adultos con NAC segun edad, sexo,

comorbilidades, sepsis y agentes detectados

Se analizd la expresion génica de IRAK-4 con otros pardmetros de los adultos con NAC,
resultando mayor en hombres que en mujeres y similar por edad y agente detectado, tanto al

comparar entre los casos con o sin agentes como al comparar por el tipo de agente detectado.

En el analisis de comorbilidades, se encontré una menor expresion génica en pacientes con
EPOC respecto aquellos sin esta enfermedad, mientras que fue similar entre los casos cony
sin HTA, diabetes o sepsis [ver Tablas en anexo, seccion Expresion génica de IRAK-4: edad,

sexo, comorbilidades, sepsis y agentes detectados].

1VV.3.2 Expresion génica de IRAK-M en sangre

IV. 3.2.1 En adultos con NAC clasificados por gravedad segun PSI

Los analisis de expresion de IRAK-M se realizaron en los 169 adultos con NAC clasificados
por gravedad segun PSI, dado que no se detectaron diferencias en la expresion sistémica de
IRAK-M con respecto a los dias de evolucién de la enfermedad. La mediana de las V¢ de los
82 adultos graves fue 1,65 y aunque mayor que la expresion génica de los 87 casos no graves,

la diferencia no fue estadisticamente significativa (p=0,1) (Figura 18).
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Fig. 18 Expresion génica relativa de IRAK-M en sangre de 87 adultos con NAC no graves y 82
graves segun PSI. Se muestran los valores individuales de las veces de cambio utilizando el método
AACt. Se utiliz6 B-tubulina como gen normalizador y el grupo no grave como control. Las veces de
cambio se obtuvo con el valor de mediana del grupo control, siendo la mediana de este grupo= 1. Se
utilizé la prueba Mann Whitney (p>0,05).
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Fig. 19 Expresién génica relativa de IRAK-M en sangre de 71 adultos con NAC no graves y 98
graves segun evoluciony PSI. Se muestran los valores individuales de las veces de cambio utilizando
el método AACt. Se utilizo B-tubulina como gen normalizador y el grupo no grave como control. Las
veces de cambio se obtuvo con el valor de mediana del grupo control, siendo la mediana de este
grupo= 1. Se utilizo la prueba Mann Whitney (p>0,05).

Al analizar los casos reclasificados por evolucidén y PSI tampoco se detectaron diferencias

significativas en las V¢ (1,36) entre los 98 casos con NAC graves y 71 no graves (p=0,4)

51



(Figura 19). Estos resultados indican que la gravedad de la NAC no se asocia con la

expresion génica de IRAK-M en los enfermos clasificados por PSI.

V1.3.2.2 En adultos con NAC clasificados por gravedad segun CURB-65

Los resultados del analisis de 120 adultos con NAC no graves y 49 graves segin CURB-65

se muestran en la Figura 20.
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Fig. 20 Expresion génica relativa de IRAK-M en sangre de 120 adultos con NAC no graves y 49
graves segun CURB-65. Se muestran los valores individuales de las veces de cambio utilizando el
método AACt. Se utiliz6 B-tubulina como gen normalizador y el grupo no grave como control. Las
veces de cambio se obtuvo con el valor de mediana del grupo control, siendo la mediana de este
grupo= 1. Se utilizo la prueba Mann Whitney (p>0,05).

Las V¢ obtenidas para el grupo grave respecto a los casos no graves fue 0,83, sin que este
valor fuera significativamente diferente (p=0,8). Al realizar el analisis de los reclasificados
por evolucién y CURB-65, las V¢ para los 72 pacientes graves fue 0,78, siendo similar a las
de los 97 casos no graves (p=0,9) (Figura 21). Estos resultados indican que la gravedad de
la NAC no se asocia con la expresion génica de IRAK-M en sangre de adultos con NAC

categorizados por CURB-65.
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Fig. 21 Expresion génica relativa de IRAK-M en sangre de 97 adultos con NAC no graves y 72
graves segun evolucion y CURB-65. Se muestran los valores individuales de las veces de cambio
utilizando el método AACt. Se utilizo B-tubulina como gen normalizador y el grupo no grave como
control. Las veces de cambio se obtuvo con el valor de mediana del grupo control, siendo la mediana
de este grupo= 1. Se utilizo la prueba Mann Whitney (p>0,05).

1V.3.2.3 Expresion génica de IRAK-M en sangre de adultos con NAC segun edad, sexo,

comorbilidades, sepsis y agentes detectados

Al analizar la expresion génica de IRAK-M con otras variables en los adultos con NAC, no
se encontraron diferencias significativas en la expresion génica por edad ni por agente
detectado, mientras que, por sexo, la expresion fue significativamente superior en hombres

(Vc=1,81) que en mujeres.

En el caso de las comorbilidades mas frecuentes, la expresion génica de IRAK-M fue menor
en los pacientes con EPOC que en aquellos sin esta enfermedad (\VVc¢=0,44; p=0,04), mientras
que fue similar en los adultos con y sin HTA, diabetes o sepsis [ver Tablas en anexo, seccién

Expresion génica de IRAK-M: edad, sexo, comorbilidades, sepsis y deteccion de agentes].
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1V.3.3 Analisis de la asociacion con gravedad de los SNPs ¢.1282G>A (rs4251545) de
irak-4, c.439A>G (rs1152888) de irak-3 y la expresion génica de IRAK-4 e IRAK-M en

sangre de adultos chilenos con NAC

Se determiné la relacion entre los SNPs estudiados y la expresion génica sistémica de éstos
con la gravedad de la NAC mediante regresion lineal. La Tabla 18 muestra los resultados

obtenidos mas destacados.

Tabla 18. Relacion entre el SNP ¢.1282G>A de irak-4 y expresion génica
de IRAK-4 con gravedad en 192 adultos con NAC

| OR | Intervalo de confianza (95%) | p

PSI

¢.1282G>A (rs4251545) y 0,42 | 0,219-0,807 \ 0,009
CURB-65

¢.1282G>A (rs4251545) y 0,42 | 0,201-0,896 \ 0,025
CURB-65

€.1282G>A (rs4251545) 0,21 0,07-0,672 0,008

Expresion de IRAK-4<0,5 | 0,78 0,292-2,102 0,629

Expresion de IRAK-4>15 | 0,65 0,249-1,736 0,399
Evolucion y CURB-65

C.1282G>A (rs4251545) | 0,50 | 0,262-0,979 0,043
Evolucion y CURB-65

€.1282G>A (rs4251545) 0,37 0,159-0,880 0,024

Expresion de IRAK-4<0,5 | 1,26 0,516-3,109 0,605

Expresion de IRAK-4>15 | 1,03 0,419-2,574 0,934

Los analisis estadisticos se realizaron con regresion logistica multinomial para los
analisis estadisticos, siendo significativo si p<0,05. En negrita se destacan las
diferencias significativas.

Al analizar tanto la asociacion de los genotipos GG y GA del SNP ¢.1282G>A (rs4251545)
de irak-4 y la expresion génica de IRAK-4 de acuerdo con la clasificacion por PSI y
reclasificacion segun evolucion (con PSI), se encontrd que, individualmente, el genotipo GA
del SNP de irak-4 se asociaria con un menor riesgo de gravedad de acuerdo con la
clasificacion por PSI. Esto se relaciona con los resultados obtenidos anteriormente, donde

GA es el genotipo mas frecuente en los adultos no graves. Por otra parte, al integrar como
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variables la expresion génica de IRAK-4 de acuerdo con la clasificacion por PSI (tanto
individualmente como en conjunto con el SNP de irak-4), no se encontrd relacion
significativa para la expresion génica, mientras que no hay relacion significativa entre la
gravedad con el SNP de irak-4 al considerar los pardmetros de expresion genica de IRAK-4.
Finalmente, no se encontro relacién estadisticamente significativa ni para el polimorfismo ni
expresion génica de IRAK-4 de manera individual o conjunta al analizar los casos

reclasificados por evolucion.

Al realizar los analisis de los casos clasificados por CURB-65 y reclasificados segun
evolucion, el genotipo GA del SNP ¢.1282G>A de irak-4 se asocié a un menor riesgo de
gravedad, concordando con los resultados previamente mencionados. Esta asociacion se
mantiene al agregar al analisis la variable expresion génica de IRAK-4 al considerar tanto la
clasificacion por CURB-65 como los casos reclasificados por evolucion. No se encontro
asociacion relacionada a la expresion génica. Por tanto, en base a estos resultados, el genotipo
GA del polimorfismo ¢.1282G>A se asociaria con menor riesgo de gravedad en los pacientes

categorizados por CURB-65 Y reclasificados por evolucion.

En el caso del SNP ¢.439A>G (rs1152888) de irak-3, y la expresion genica de IRAK-M, no
se encontraron diferencias significativas que los asocien con gravedad ni con evolucion de la
NAC con ninguna de las escalas prondsticas aplicadas, por lo que se mantiene la ausencia de
relacion entre la gravedad de la NAC del SNP c.439A>G (rs1152888) de irak-3 y la

expresion génica de IRAK-M en el analisis en conjunto.

La asociacion del genotipo GA del SNP ¢.1282G>A (rs4251545) de irak-4 y la expresion
génica de IRAK-4 con la gravedad del adulto con NAC es independiente de la edad y el sexo,
de acuerdo con los resultados de los analisis estadisticos incorporando estas variables en los

casos categorizados por CURB-65 y reclasificados por evolucion (Tabla 19).
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Tabla 19. Relacion entre el SNP ¢.1282G>A de irak-4, expresion génica de
IRAK-4, edad y sexo con gravedad en 192 adultos con NAC

OR | Intervalo de confianza (95%o) p
CURB-65
c.1282G>A (rs4251545) | 0,25 0,074-0,853 0,027
Expresion de IRAK-4<0,5 | 0,48 0,158-1,502 0,211
Expresion de IRAK-4>1,5 | 0,48 0,160-1,488 0,208
Edad 1,08 1,041-1,125 <0,0001
Sexo 0,55 0,238-0,066 0,181
Evolucion y CURB-65
c.1282G>A (rs4251545) | 0,40 0,165-0,980 0,045
Expresion de IRAK-4<0,5 | 1,10 0,435-2,797 0,836
Expresion de IRAK-4>15 | 1,01 0,395-2,613 0,972
Edad 1,02 1,00-1,05 0,049
Sexo 0,46 0,226-0,959 0,038

Se utiliz6 una regresion logistica multinomial para los analisis estadisticos, siendo
significativo si p<0,05. En negrita se destacan las diferencias significativas.

IVV.4 Concentracion de citoquinas y quimioquinas en adultos con NAC

IRAK-4 e IRAK-M regulan la via que promueve la produccion de citoquinas y quimioquinas
proinflamatorias, principalmente la via del factor de transcripcion NFkB. Por ello, en 183
adultos con NAC se determinaron los niveles plasmaticos de las citoquinas y quimioquinas
RANTES, IL-1B, IL-2, IL-6, GM-CSF, IL-12 (p40 y p70), IL-8, IP-10, MCP-1, MIP-1a,

TNF-a y eotaxina, mediante tecnologia multiple de Luminex®.
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IV.4.1 Segun gravedad por PSI

Las concentraciones de citoquinas y quimioquinas proinflamatorias obtenidas en los adultos
NAC segun la clasificacion PSI se muestra en la Tabla 20. En los 96 adultos graves respecto
a los 72 no graves definidos, las concentraciones de RANTES (Figura 22), IL-1p (Figura
23), IL-2, IL-12 (p40 y p70) fueron significativamente menores, mientras que las
concentraciones de IL-8, IP-10, MCP-1y TNF-a (Figura 24) fueron superiores (Tabla 20).
Al analizar los casos reclasificados por evolucion y PSI, se mantuvieron menores los niveles
de RANTES (Figura 22), IL-1B (Figura 23), IL-2, GM-CSF, 1L-12 (p40 y p70) y MIP-1a
en los 109 enfermos graves respecto a los 59 no graves, mientras que fueron mayores las
concentraciones de TNF-o (Figura 24), lo que podria indicar una disminucién en la

produccidn de citoquinas y quimioquinas proinflamatorias (Tabla 20).
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Tabla 20. Concentracion de citoquinas y quimioquinas en 182 adultos con NAC graves
y no graves segun PSI(a) y reclasificados por evolucion (b)

PS| EVOLUCION

No graves Graves No graves Graves Mediana
Mediana Mediana p Mediana [rango] (pg/mL) p
[rango] [rango] [rango]
(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)
37000 26000 38900 26700

RANTES [4242- [1257- 0,003 [4242- (1957.136400] 0,001
219200] 136400] 219200]
13 0,74 138 0,74

1B 1053-2355]  [053-1252] 901 [053-723]  [0,53-23,55] DLz
1,52 1,06 156 114

IL-2 [0,83-30,34] [0.83-1595] %1% 08368  [0:83-30,34] 0,019
4,86 8,55 4,01 7.87

It [046-205]  [0.46-2478] 07 [041-205]  [0.46-2478] e
43,47 36,38 45,82 36,38

CGM-CSF o 62.401]  [262-5908] 90°2 [262-359]  [2.62-5908] 0,007
7,02 0,38 752 0,38

IL-12040 15351517 [0.38-119]  %09? [038-4434] [0.38-151] it
4,16 3,29 4,16 3.29

IL-12070 11 90.118]  [1.92-4552] 9010 [192.3408] [1.92-118] 0,005
8,13 11,37 8.74 10,66

I [041-6634] [0,54-1591] 2930 [041-6123] [0,54-1591] ile

907,5

565 ! 563 867

IP-10 1193.6048] %372] 0033 193.6048]  [87,92-11057] 0,098
273 330,5 279 307

MCPL  l12-1548]  [1324-3078) %02 [121548)  [13,24-3078] 0111
4,91 291 4,91 273

MIP-la 11973437 [1.97-105] 909 [197-3437] [1.97-103] 0,007
16,45 21,42 16,69 20,61

TNFo o5 50971 [3.43-194] 090 [5045027]  [3.43-194] U2

7494 79,05 77 75,42
Fotaxina o1 98.001]  [16,69-217] 0 [24.98-201]  [16,69-217] 0.877

El anélisis se realizd en 72 adultos con NAC no graves y 96 graves excepto en RANTES donde se
analizaron 83 casos no graves y 99 graves. Se utilizd la prueba no paramétrica Mann-Whitney para
los analisis estadisticos, siendo significativo si p<0,05. En negrita se destacan las diferencias
significativas.
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Fig. 22 Niveles de concentracion de RANTES en plasma en adultos con NAC de acuerdo con la
clasificacion por escalas y por evolucion. Se utilizé la prueba no paramétrica Mann-Whitney para
los analisis estadisticos, siendo significativo si p<0,05. NG= No Graves, G= Graves. La significancia
se indica con *, siendo *: p<0,05; **; p<0,01; ***: p<0,001
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Fig. 23 Niveles de concentracion de IL-1p en plasma en adultos con NAC de acuerdo con la
clasificacién por escalas y por evolucion. Se utiliz6 la prueba no paramétrica Mann-Whitney para
los analisis estadisticos, siendo significativo si p<0,05. NG= No Graves, G= Graves. La significancia
se indica con *, siendo *: p<0,05; **; p<0,01; ***: p<0,001
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Fig. 24 Niveles de concentracién de TNF-a en plasma en adultos con NAC de acuerdo con la
clasificacion por escalas y por evolucion. Se utilizo la prueba no paramétrica Mann-Whitney para los
analisis estadisticos, siendo significativo si p<0,05. NG= No Graves, G= Graves. La significancia se
indica con *, siendo *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001

IV.4.2 Segun gravedad por CURB-65

La Tabla 21 muestra los resultados de las concentraciones de citoquinas y quimioquinas
obtenidos en los casos clasificados por CURB-65, detectdndose en los graves niveles
significativamente menores de RANTES (Figura 22) e IL-1p (Figura 23), y superiores de
IL-8, MCP-1y TNF-a (Figura 24). Los analisis de los adultos reclasificados por evolucién
y CURB-65 mostraron la misma disminucion de RANTES (Figura 22) e IL-1p (Figura 23)
en los casos graves, mientras que fueron superiores las concentraciones de IL-6, IL-8 y TNF-

a (Figura 24). Asi, los resultados son diferentes segun la escala utilizada.
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Tabla 21. Concentracion de citoquinas y quimioquinas en 183 adultos con NAC graves

y no graves segun CURB-65 (a) y reclasificados por evolucion (b)

PSI EVOLUCION
No graves Graves p No graves Graves p
Mediana Mediana Mediana Mediana
[rango] [rango] [rango] [rango]
(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)
37000 25800 35800 27150
RANTES [1628- [1257- 0,036 [1628- [1257- 0,031
219200] 136400] 219200] 136400]
1,05 0,68 111 0,74
IL-18 [053-2355]  [053-1252] %010 053723  [053-2355 036
1,22 1,14 1,22 114
IL-2 [083-3034] [083-1595 %77 [08368  [083-3034] %
541 13,4 4,09 11,8
[ [046-205]  [0.46-2478] %1 [046-205)  [046-2478) ©0%6
41,12 36,38 41,12 3519
GM-CSF 15 62-401] [6.20-5008] %% [262-359]  [2.62-5008] 0622
0,38 0,38 0,38 0,38
IL-12040 15354511 [0,38-119]  9%°? [038-4434] [038-151]  O17°
3,86 3,29 3,86 3.29
IL-12070 1199118 [192-19,05] 0477 [1.92-4552] [L92-118] %%
7.88 16,04 7.84 13,78
[ [041-134]  [228-1501] 0001 1041134  [196-1501] <0001
633 1046 625 919
IP-10 1879200731 [216-11057] 0% [87.92-6048] [123-11507] 0%
283 348 289,5 320,5
MCP-1 [12-1548] [96.64-3978] 2928 [121548]  [96,64-3978] 07O
4,02 3,01 4,38 3,06
MIP-la 11 97.3a37  [o7-103]  %%° 19734371 [197-103] @ 022
17,84 24,14 17,92 21,25
TNF-a r343123]  [455-194] 00%%  [3437867] (455104 @ 0028
. 74,52 82,69 75,32 81,95
Botaxina 155 46217  [16,69-183] %% ouse217]  [669-183 00

El analisis se realiz6 en 111 adultos con NAC no graves y 57 graves de acuerdo con la clasificacion
por CURB-65 excepto en RANTES donde se analizaron 121 enfermos no graves y 62 graves. Se
utilizé la prueba no paramétrica Mann-Whitney para los analisis estadisticos, siendo significativo
si p<0.05. En negrita se destacan las diferencias significativas.

I1V.4.3 Entre adultos con NAC y asintomaticos

Se compararon los niveles de citoquinas y quimioquinas entre los 22 adultos asintomaticos
(ASN) vy los 183 adultos con NAC. La Tabla 22 muestra aumentos significativos en IL-1p,

IL-6, GM-CSF, IL-12p40, IL-8, IP-10 y TNF-a y disminucion de RANTES en los enfermos.

61



Estos resultados indican que, exceptuando RANTES, existe un aumento en la produccion de

citoquinas proinflamatorias en pacientes con NAC respecto a adultos asintomaticos.

Tabla 22. Concentraciéon de citoquinas y quimioquinas en 22 adultos

asintomaticos y 183 adultos con NAC

ASN NAC p
Mediana Mediana
[rango] [rango]
(pg/mL) (pg/mL)
RANTES 57000 30000 0,004
[14100-140900] [1257-219200]
IL-1B 0,57 0,92 0,018
[0,53-2,18] [0,53-23,55]
IL-2 0,88 1,18 0,115
[0,83-16,32] [0,83-30,34]
IL-6 0,46 6,88 <0,001
[0,46-24,27] [0,46-2478]
GM-CSF 10,25 41,12 <0,001
[0,88-47,31] [2,62-5908]
IL-12p40 0,38 0,38 0,031
[0,38-15,48] [0,38-151]
IL-12p70 2,61 3,57 0,111
[1,92-179] [1,92-118]
IL-8 1,74 10,21 <0,001
[0,41-13,47] [0,41-1591]
IP-10 373 736,5 0,003
[192-3567] [87,92-11057]
MCP-1 291 295 0,677
[115-1862] [12-3978]
MIP-1a 2,075 3,56 0,072
[1,97-11,84] [1,97-103]
TNF-a 9,7 18,49 <0,001
[3,75-37,07] [3,43-194]
Eotaxina 67 76,87 0,303
[29-287] [16,69-217]

El anélisis se realiz6 en 22 adultos asintomaticos y 168 adultos con NAC, excepto en
RANTES, en cuyo analisis se incluyeron 183 adultos con NAC. Se utiliz6 la prueba no
paramétrica Mann-Whitney para los analisis estadisticos, siendo significativo si p<0.05. En
negrita se destacan las diferencias significativas.
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V.5 Asociacion del genotipo GA del SNP ¢.1282G>A (rs4251545) de irak-
4 a PSl y CURB-65 mediante curvas ROC

Respecto a los resultados obtenidos en la asociacion de los SNP de irak-4 e irak-3, y la
expresion génica de IRAK-4 e IRAK-M de manera independiente con gravedad de la NAC,
las asociaciones mas significativas se obtuvieron con el SNP ¢.1282G>A de irak-4. Dado
que el genotipo GA de este Ultimo se asocié en adultos a NAC no graves, se investigd su
posible utilidad como marcador de menor riesgo de gravedad mediante curvas ROC. Como
se describe en metodologia, para determinar la sensibilidad y especificidad del genotipo GA
del SNP ¢.1282G>A de irak-4 como marcador de NAC no grave en adultos, todos los
enfermos portadores del genotipo GA fueron incluidos en la categoria no grave. Se usé como
referencia de clasificacion la evolucion de los pacientes segun PSI y CURB-65. El area bajo
la curva (AOC) de la escala pronostica CURB-65 aumento de 0,83 (Figura 25), a 0,88 al
incluir el genotipo GA del SNP ¢.1282G>A (rs4251545) de irak-4 como marcador de adultos

no graves (Figura 26).
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Fig. 25 Gréfico de curva ROC para la escala
pronostica CURB-65. Cada punto del gréafico
representa los puntos de corte
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Fig. 26 Gréfico de curva ROC para la escala
pronéstica CURB-65 + genotipo GA. Cada punto
del grafico representa los puntos de corte

El AOC de la escala pronostica PSI disminuyé de 0,89 (Figura 27), a 0,87 al incluir el

genotipo GA como marcador de adultos no graves (Figura 28).
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Fig. 27 Gréfico de curva ROC para la escala
pronostica PSI. Cada punto del gréafico representa los
puntos de corte
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Fig. 28 Grafico de curva ROC para la escala
pronéstica PSI + genotipo GA. Cada punto del grafico
representa los puntos de corte

Pese a que existen cambios a nivel de especificidad y sensibilidad al incluir como marcador

el genotipo GA del SNP ¢.1282G>A de irak-4 dentro de la clasificacion de CURB-65, es
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importante mencionar que estos analisis son preliminares, aplicados a la misma poblacién
chilena estudiada, por lo que es necesario corroborar este resultado estudiando a una mayor

poblacién.

Finalmente, en la Figura 29 se muestra un esquema representativo de la via regulada por
IRAK-4 e IRAK-M vy los resultados significativos detectados a nivel genético, de expresion
génica y los niveles de citoquinas y quimioquinas proinflamatorias relacionadas a la

gravedad de los adultos con NAC.

c.1282G>A
- Genotipo GA > No graves.
- Genotipo GG > Graves
Expresion génica NS

Citosol

ﬁ Citoquinas y RANTES e IL-1p §
quimioquinas
Nucleo \— proinflamatorias W

Fig. 29 Esquema representativo de los resultados obtenidos en la via de sefializacion regulada
por IRAK-4 e IRAK-M. Se obtuvo asociacion del genotipo GG con mayor riesgo de gravedad de
la NAC y GA a menor riesgo de gravedad en el SNP ¢.1282G>A de irak-4, y no se asocio a
gravedad la expresiéon de IRAK-4. EI SNP ¢.439A>G de irak-3 no se encontro asociacién, al igual
que en el caso de la expresion génica de IRAK-M. Los niveles plasméticos de RANTES e
IL-B se encuentran disminuidos en adultos NAC graves, mientras TNF-a se encuentra
aumentada. Disefio: Ariel Toledo G.
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V. DISCUSION

La NAC es una enfermedad con una alta morbimortalidad tanto en Chile como en el mundo,
especialmente en adultos mayores. Las escalas pronosticas de uso clinico estiman el riesgo
de mortalidad de un adulto con NAC; sin embargo, presentan limitaciones que generan
errores en la clasificacion de los enfermos, tal como ocurrio en este estudio en el 27,8%
(10/36) de los pacientes catalogados como no graves por PSI y en el 52,8% (19/36) por
CURB-65, quienes debieron ingresar a UCI por la gravedad de su enfermedad. Por esto, es
necesario buscar nuevos biomarcadores que mejoren el valor predictor de las escalas

prondsticas en estos pacientes (Blanquer et al, 2010; Saldias et al, 2014).

IRAK-4 e IRAK-M regulan la respuesta inmunolégica modulando las vias de los factores de
transcripcion gque permiten expresar citoquinas y quimioquinas proinflamatorias. Aunque
existen antecedentes que las asocian con alteraciones en la respuesta inmune frente a

infecciones (neumonia en ratones o sepsis en adultos), no se ha estudiado su rol en la NAC.

El objetivo de este estudio fue determinar si los genotipos y alelos de los SNP ¢.1282G>A
de irak-4, c.439A>G de irak-3, y si la expresion génica de IRAK-4 y de IRAK-M estan

relacionados con la gravedad y evolucion de los adultos con NAC.

V.1 Asociacion genotipica y alélica de los SNP ¢.1282G>A de irak-4 y

c.439A>G de irak-3 con la gravedad de adultos con NAC

V.1.1 SNP ¢.1282G>A de irak-4 como potencial uso de biomarcador

Los resultados de este estudio sustentan la hipotesis planteada respecto a la asociacion del

SNP rs4251545 (¢.1282G>A) de irak-4 con la gravedad de los adultos chilenos con NAC, lo
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que permite plantear un potencial uso como biomarcador de la evolucién de esta enfermedad
en estos pacientes. Asi, el AOC obtenido subi¢ de 0,83 a 0,88 cuando se incluyd esta variable
en la evaluacion de la escala CURB-65 respecto a la clasificacion de los pacientes por
gravedad, utilizando la evolucion como parametro de referencia. En el caso de PSI, el AOC
bajo de 0,89 a 0,87, lo que podria explicarse debido a que, de acuerdo con los resultados
obtenidos, CURB-65 tendria menos precision al determinar la evolucion que PSI, por lo que
el SNP de irak-4 podria mejorar la prediccion al momento de clasificar. Se requieren nuevos
estudios sobre la eficacia de este parametro, aplicandolo en un mayor ndmero de casos que

no incluyan a las personas en las cuales se originaron estos resultados.

Por otro lado, en este estudio, el genotipo GG y alelo G fueron mas frecuentes en adultos
graves con NAC, mientras que el genotipo GA y alelo A fueron mas frecuentes en los casos
no graves, independiente de la escala utilizada, lo que se contrapone a lo descrito por
Sutherland et al. (2011), quienes asociaron el alelo A con mayor susceptibilidad a infecciones
por bacterias Gram positivas en SIRS, y por Yin et al. (2012) que asocié un mayor riesgo de
sepsis grave a la presencia del alelo A, y un menor riesgo al alelo G. Dado que el primer
estudio se realiz6 en canadienses y el segundo en chinos, estos resultados indicarian que el
fenotipo expresado podria depender de la poblacion estudiada. Por esto es destacable que
estos resultados permiten conocer el efecto que ocasiona en poblacidn chilena la presencia
de un genotipo o alelo especifico del SNP ¢.1282G>A de irak-4. Puesto que el cambio de
base (G por A) provoca una sustitucion aminoacidica de Alanina por Treonina en el dominio
quinasa de la proteina, es importante a futuro analizar el efecto a nivel proteico de este cambio

en un dominio de fosforilacion.
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La concordancia obtenida entre el analisis logistico de este SNP, Unphased y la prueba de
Armitage, muestra la robustez de los resultados obtenidos, lo que indican la asociacion entre
el genotipo GA del SNP ¢.1282G>A de irak-4 y el menor riesgo de desarrollar una
enfermedad grave en el adulto con NAC, independiente de la edad (un factor clave en la
gravedad de adultos con NAC). Este antecedente, refuerza la idea de la posible utilidad de
genotipificar el SNP ¢.1282G>A de irak-4 en adultos chilenos con NAC e incorporarlo como
parametro o biomarcador en las escalas prondsticas de gravedad. Es de interés continuar el
estudio en el futuro aplicado en una mayor poblacién muestral, tal como se menciono
anteriormente. Por otro lado, también es interesante analizar el efecto bioldgico que pueda
tener la expresion del alelo A o G en el RNAm, si hay algun efecto en su regulacion tanto a

nivel génico como proteico que favorezca una mejor respuesta inmune.

V.1.2 SNP ¢.1282G>A de irak-4 y su relacién con sepsis en adultos con NAC

Una de las complicaciones mas frecuentes de la NAC es el desarrollo de sepsis (Dremsizov
et al, 2006; Cilloniz et al, 2019). En este estudio, un 28,4% (55) de los adultos con NAC
presentd un cuadro séptico, por lo que se analiz6 la relacién entre los SNPs estudiados, la
sepsis y la gravedad. Al respecto es importante considerar que actualmente se utilizan nuevas
definiciones de SIRS, sepsis y shock séptico (Singer et al, 2016), por lo que algunos pacientes
aun con cuadro séptico son categorizados como no graves (Dremsizov et al, 2006; Ranzani
et al, 2017). En este estudio, por ejemplo, un 25% de los pacientes categorizados como no
grave segun CURB-65 presentaron sepsis. Por ello, no solo se analizaron aquellos pacientes
con NAC sépticos vs los no sépticos, sino que ademas se compararon entre los adultos con
NAC y sepsis graves y no graves utilizando ambas escalas. Si bien en los primeros no se

encontraron diferencias, entre graves y no graves sépticos, se mantuvo la asociacion del
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genotipo GA y el alelo A del SNP ¢.1282G>A de irak-4 a los casos no graves, y el genotipo
GG y alelo G a los graves. Como estos resultados difieren de los estudios de Sutherland et
al. (2011) y de Yin et al. (2012), como se mencion¢ anteriormente, podria explicarse por las
distintas poblaciones estudiadas, la asociacion obtenida en este estudio refuerza la
importancia de la poblacion analizada al comparar adultos con NAC no graves y graves que

presentaron sepsis.

V.1.3 SNP ¢.439A>G de irak-3 no se relaciona con la gravedad de adultos con NAC

A diferencia de los resultados obtenidos para el SNP de irak-4, el SNP rs1152888
(c.439A>G) de irak-3 no se relacion6 con la gravedad en adultos con NAC. Asi las
diferencias en la frecuencia genotipica y alélica detectadas en pacientes categorizados por
gravedad segun CURB-65, no permanecieron en los pacientes reclasificados por evolucion,
el cual es un marcador de gravedad mas objetivo porque incluye el ingreso a UCI y la

defuncioén.

V.1.4 SNP ¢.439A>G de irak-3 y su relacidn con sepsis en adultos con NAC

Las diferencias encontradas en este estudio -mayor proporcion de portadores del genotipo
GA o alelo A en los casos graves y del genotipo GG y alelo G entre los no graves-, difieren
de lo descrito por Dong et al. (2013), quienes reportaron asociacion del genotipo AA vy el
alelo A con menor riesgo de sepsis grave, y al genotipo GG y alelo G a mayor riesgo. Al
igual que lo mencionado para irak-4, estas diferencias pueden deberse a la poblacion en la

que se aplica el estudio y refuerza la importancia de estudiar cada grupo poblacional.

70



V.1.5 Frecuencias de los SNP ¢.1282G>A de irak-4 y c.439A>G de irak-3 en poblacion

chilena difieren de otras poblaciones

Las frecuencias alélicas tanto para el SNP rs4251545 (¢.1282G>A) de irak-4 y rs1152888
(c.439A>G) de irak-3 se encontraron en equilibrio Hardy-Weinberg (p>0,05). Esto indica
gue no existen variaciones genéticas significativas en la poblacion chilena estudiada respecto
a estos genes, reflejando de esta manera la distribucion en la poblacion. Al comparar esta
distribucion con otras etnias, la frecuencia del alelo menos comun (alelo A) del SNP de irak-
4 fue similar a la encontrada en el proyecto 1000 genomas (14,7% vs 17,1%,
respectivamente); sin embargo, la frecuencia del alelo A del SNP de irak-3 fue mucho menor
(5,9% vs 29,1%, respectivamente). Adicionalmente, en ningdn adulto chileno se detecto el
genotipo AA del SNP de irak-3 (similar a la mexicana), lo que se deberia a la amplia
variacion de la frecuencia del genotipo AA entre las distintas poblaciones, de acuerdo con la
informacion contenida en la base de datos del NCBI: poblacion mexicana: 0%, poblacion
hispana: 4%, poblacion japonesa: 20% y poblaciones del Africa Subsahariana: 44%. La
frecuencia del genotipo GA fue 16% en poblacion mexicana (HAPMAP-MEX) y 51% en
poblacion japonesa (HapMap-JPT), detectdndose en un 11,8% en la poblacion chilena
estudiada. Esto demuestra la variacion en las frecuencias alélicas para un mismo SNP en
diferentes poblaciones, y, por ende, la importancia de estudiar la genética en cada poblacién

para estimar las frecuencias alélicas y genotipicas en cada una de ellas.
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V.2 Expresion génica relativa de IRAK-4 e IRAK-M no se relaciona con la

gravedad de adultos con NAC

Diferentes estudios han mostrado la relacion entre los niveles de IRAK-4 e IRAK-M con la
respuesta frente a infecciones virales y principalmente bacterianas. Se ha descrito en nifios
que la deficiencia en la expresion génica de IRAK-4 incrementa la susceptibilidad a
infecciones producidas por bacterias piogénicas, como por ejemplo S. pneumoniae (Picard et
al, 2003; Ku et al, 2007), mientras que el aumento de la expresion génica de IRAK-M se ha
relacionado con una supresion de la respuesta frente a infecciones por bacterias Gram
positivas en ratones con sepsis 0 neumonia y en cultivos celulares de pacientes con sepsis
(Escoll et al, 2003; Deng et al, 2007; Van’t Veer et al, 2007; Xia et al, 2018). Sin embargo,
no hay estudios en adultos que describan el efecto de los cambios de expresion, ni que
relacionen la expresion de estos genes con NAC. En esta tesis, la expresion génica relativa
sistémica (tanto de IRAK-4 como de IRAK-M) en esta poblacion de adultos con NAC no se
relaciono con la gravedad de la enfermedad. Aunque la expresion genica relativa de IRAK-
4 fue menor en los casos graves, tal como se plante6 en la hipétesis, la diferencia no fue
significativa. En el caso del gen de IRAK-M, los resultados fueron diferentes segln la escala
pronostica utilizada, con una mayor expresion en los casos graves clasificados por PSI y
menor en los categorizados por CURB-65. Estas discrepancias pueden estar asociadas a los
criterios por los cuales se categorizan los pacientes con NAC, lo que se refleja en diferencias
en el numero de pacientes categorizados como no graves y graves por cada una de ellas (96
y 135 adultos no graves clasificados por PSI y CURB-65, respectivamente). Por ello, se

incorporaron parametros de evolucion mas objetivos en los anélisis de las escalas pronosticas.
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Aun asi, los niveles de expresion de estos genes fueron similares entre adultos con NAC no

graves y graves.

La ausencia de diferencias significativas en la expresion génica puede deberse a la alta
dispersion de los datos analizados, por lo que se requieren mas estudios que permitan
identificar factores que estarian involucrados en la respuesta y que ocasionan las diferencias
de expresion de estos genes en los pacientes con NAC, o definir si alguna patologia u otros
genes se asocian a diferencias en la expresion génica o la poblacion celular afectada. Ademas,
es fundamental determinar si existen cambios de expresion de acuerdo con los dias de
evolucion, ya que podrian alterar los resultados obtenidos. En el caso de la expresion génica
de IRAK-4, un pequefio nimero de pacientes mostré diferencias significativas relacionadas
con los dias de evolucion de la enfermedad, con lo cual fueron excluidos de los analisis de
expresion génica de IRAK-4. Por este motivo, es importante conocer los dias de evolucion

que presentan los adultos con NAC.

IRAK-M se expresa en monocitos, macrofagos y células del epitelio pulmonar, mientras que
IRAK-4 se expresa en todas las células. En este estudio el analisis de expresion génica fue
realizado a partir de muestras de sangre completa y no en poblaciones celulares especificas
ni a nivel local pulmonar. Es importante a futuro analizar poblaciones individuales de células

que permitan apreciar cambios de expresion génica particulares.

En definitiva, de acuerdo con lo obtenido en este estudio, no existiria relacion entre la
gravedad de los adultos con NAC vy la expresion génica de IRAK-4 e IRAK-M, por lo que

no podrian ser biomarcadores de gravedad de esta enfermedad en esta poblacion.
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V.3 Cambios a nivel de citoquinas relacionados con gravedad de la NAC

V.3.1 Diferencias en los niveles de RANTES, IL-18 y TNF-a entre adultos con NAC

graves y no graves

Los andlisis de citoquinas y quimioguinas en este estudio mostraron cambios significativos
en los casos graves con NAC. Las concentraciones fueron significativamente menores de
RANTES e IL-1B y mayores de TNF-a que, en los enfermos no graves, independiente de la
escala utilizada y considerando la evolucion (tanto PSI como CURB-65). Estas alteraciones
en los niveles de citioquinas y quimioquinas proinflamatorias, podrian indicar una respuesta

alterada del sistema inmunitario que contribuya a la gravedad de los NAC en adultos.

En los casos graves se detect6 adicionalmente la disminucion de 1L-2, IL-12 (p40 y p70) y
el aumento de IP-10, pero sélo al utilizar PSI para clasificar los casos. Por otra parte, en los
enfermos definidos como graves por evolucion y PSI, GM-CSF y MIP-1a se encuentran
disminuidas, en cambio en los casos graves definidos por evolucion y CURB-65, se detecta
aumento de IL-6 e IL-8. Estas diferencias, tal como en el caso de la expresion génica y el
polimorfismo, podrian deberse a los diferentes criterios que aplican las escalas prondsticas y
a los distintos tamafios muestrales de los subgrupos obtenidos con los diferentes criterios de
clasificacion utilizados, obteniéndose con PSI el mayor nimero de casos graves, y con

CURB-65 el mayor numero de casos no graves.
V.3.2 Diferencias entre adultos asintomaticos y adultos con NAC

De acuerdo con lo esperado, la mayoria de las citoquinas cuantificadas (IL-1p, IL-6, GM-
CSF, IL-8, IP-10, TNF-a) se encuentra aumentada en adultos con NAC comparadas con

adultos asintomaticos. Esto debido a que, al existir una infeccion en curso, se activan las vias
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que permiten el reclutamiento de células inmunitarias encargadas de eliminar a los patdgenos,
ademas de promover la inflamacion de las zonas involucradas en ésta, con lo cual se produce
un aumento en los niveles de las citoquinas y quimioquinas proinflamatorias. Sin embargo,
no se encontraron diferencias significativas entre asinomaticos y adultos con NAC en los
niveles de IL-2, IL-12 (p40 y p70), MCP-1, MIP-1a y eotaxina, que podria deberse al nimero

de asintomaticos analizados en este estudio (n=22).

Asi como en los casos graves los niveles de RANTES eran menores respecto a los no graves,
también fueron menores los niveles de esta quimioquina en adultos con NAC respecto a los
asintomaticos. Dado que esta quimioquina atrae monocitos y linfocitos T, células que
participan activamente en el control de las infecciones, es posible que en ciertos pacientes se

altere el reclutamiento inmunitario por una menor respuesta frente a las infecciones.

V.4 Relacién entre el SNP ¢.1282G>A, la expresion génica de IRAK-4y los

niveles de citoquinas en los adultos con NAC

Tanto la expresion génica de IRAK-4 como los niveles de citoquinas no se relacionaron entre
si con los genotipos GG 0 GA del SNP ¢.1282G>A de irak-4 en adultos con NAC; sin
embargo, entre los pacientes no graves, clasificados con ambas escalas, portadores del
genotipo GA, los niveles de RANTES, IL-2 e IL-12p70 se encontraron disminuidos respecto
a los enfermos con el genotipo GG, asi como IL-1p en los pacientes clasificados por PSI.
Estas diferencias no se detectaron entre los casos graves, aun mas, IL-8 estuvo
significativamente aumentada en los casos graves con genotipo GA comparada con los del
genotipo GG. Estos resultados indican que quienes son portadores del genotipo GA del SNP

€.1282G>A presentarian una respuesta acorde a la gravedad del adulto con NAC,
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manteniendo o aumentando los niveles de citoquinas con el fin de eliminar la infeccién (datos

no mostrados).

Debiese estudiarse si las diferencias entre el genotipo GG y GA del SNP ¢.1282G>A de irak-
4 se deben a algun efecto a nivel de proteina IRAK-4 que determina una menor activacion
de la via que produce citoquinas y quimioquinas en individuos con NAC graves respecto a

los no graves.

V.5 Limitaciones del estudio

Existen cambios en los niveles de las moléculas que participan en la respuesta inmune
asociados al tiempo que ha transcurrido desde que se inicia la infeccion. Una de las
principales limitantes es la subjetividad en la determinacion de los dias de evolucion de los
pacientes. Los dias de evolucion se determinaron en base al inicio de la sintomatologia que
refiere el enfermo, y dado que no existen herramientas que detecten el inicio de la infeccién,
no es posible conocer con exactitud cuéles son los cambios que se asocian al inicio de la
infeccion. Por otro lado, la cuantificacion de la expresion génica en sangre total limita la
capacidad de discriminar efectos celulares individuales porque la expresion cuantificada es
sumatoria de las expresiones individuales de la variedad de células circulantes. Ademas, los
analisis de expresion génica realizados son de RNAm, por lo que no es posible discriminar
diferencias en la expresion génica de los alelos de los SNPs estudiados. Por este motivo, seria
interesante realizar estudios que permitan determinar si existen diferencias de expresion
génica de acuerdo con el alelo. A pesar de ser una limitante en el analisis de las funciones
bioldgicas de los genes estudiados, es importante considerar que tener parametros analizados
en muestras de sangre tiene una aplicacion mas practica si se requiere incluir en la

categorizacion de la NAC.
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Los andlisis genéticos realizados en este estudio fueron en poblacion chilena. Sin embargo,
es necesario indicar que éste no es un estudio que permita determinar la ancestria genética de
los individuos estudiados; la etnia s6lo es indicada por la declaracion del paciente al momento
de su enrolamiento (auto-percibida), por lo que no se puede asociar estos resultados al grado

de mestizaje que presenta esta poblacion.

En resumen, el SNP ¢.1282G>A de irak-4 se relaciona con la gravedad de los adultos con
NAC, asociandose el genotipo GG a un mayor riesgo de gravedad y el genotipo GA a menor
riesgo desarrollar una NAC grave. Los portadores del genotipo GG de este SNP y con NAC
grave presentan menores niveles de citoquinas, mientras que la presencia del genotipo GA
no afecta los niveles de citoquinas en los adultos chilenos con NAC. Finalmente, la expresion

génica de IRAK-4 e IRAK-M no se relaciona con la gravedad de los adultos con NAC.

Con estos resultados, es posible plantear al SNP ¢.1282G>A de irak-4 como un posible
biomarcador de gravedad de la NAC en adultos, que podria mejorar la clasificaciéon por
gravedad de los adultos chilenos con NAC. Para ello, se requiere estudiar su eficacia clinica

y desarrollar nuevos métodos que permitan su deteccion de manera rapida y oportuna.
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VI. CONCLUSIONES

-El genotipo GG y alelo G del SNP rs4251545 (c.1282G>A) de irak-4 se asociaria a gravedad

de la NAC en adultos chilenos.

-El genotipo GA y alelo A del SNP ¢.1282G>A de irak-4 se asociaria a menor riesgo de

gravedad de la NAC en adultos chilenos.

-EI SNP rs1152888 (c.439A>G) de irak-3 no se asocia a la gravedad de los adultos chilenos

con NAC.

-La escala pronostica utilizada es crucial para evaluar la asociacion de las frecuencias alélicas
de los SNP ¢.1282G>A de irak-4 y c.439A>G de irak-3 con la gravedad de la NAC en el

adulto chileno por lo que se requiere utilizar parametros de mayor objetividad.

-La expresion génica de IRAK-4 e IRAK-M no estarian relacionadas con la gravedad de la

NAC en adultos chilenos.

-En adultos graves con NAC, la concentracion plasmatica de RANTES e IL-1p esta

disminuida y la de TNF-a esta aumentada.

- El genotipo GG del SNP rs4251545 (¢.1282G>A) de irak-4 se asocié a menores niveles
plasmaticos de RANTES, IL-2 e IL-12p70 en enfermos graves respecto a no graves con el

mismo genotipo.
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VIII. ANEXOS

Anexo 1.
comorbilidades.

rs4251545 (c.1282G>A) de irak-4: género, deteccion de agentes y

Tabla Al. Frecuencia genotipica y alélica del polimorfismo ¢.1282G>A de irak-4 en

mujeres con NAC clasificados por PSI y CURB-65

No graves Graves No graves Graves
(PSI) (PSI) (CURB-65) (CURB-65) P
n 40 55 45 50
Genotipo GG g5 76.4% 62,2% 80%
Geno(ti/O)o GA 0,22 0,05
P 35% 23,6% 37,8% 20%
(%)
Genotipo AA ) ) i i i
(%)
Alelo G (%) 82,5% 88,2% 81,1% 90%
0,26 0,07
Alelo A (%) 17,5% 11,8% 18,9% 10%

Para las frecuencias genotipicas y alélicas el analisis estadistico se realizé con el programa
Unphased y la prueba de Armitage para la asociacion alélica, considerandose significativo si

p<0,05.

Tabla A2. Frecuencia genotipica y alélica del polimorfismo ¢.1282G>A de irak-4 en
hombres con NAC clasificados por PSI y CURB-65

No graves Graves No graves Graves
(PSI) (PSI) (CURB-65) (CURB-65)
n 34 65 60 39
Geno(f)'/g;’ GG 618% 77.0% | %11 68,3% 76.0% | O
Ge”"(f)'/g;’ CA  353% 215% | 0,13 30% 20,5% 0,29
Genotipo AA 2,9% 15% | 063 1,7% 2.6% 0,75
(%)
Alelo G (%) 79,4% 87.7% | o1 87,2% 83,3% 046
Alelo A (%) 20,6% 12,3% ’ 12,8% 16,7% ’

Para las frecuencias genotipicas y alélicas el andlisis estadistico se realiz6 con el programa
Unphased y la prueba de Armitage para la asociacion alélica, considerandose significativo si

p<0,05.
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Tabla A3. Frecuencia genotipica y alélica del polimorfismo ¢.1282G>A de irak-4 en
adultos con NAC segun deteccion de agente infeccioso

Sin agente Agente . .
detectado detectado g e LG
n 76 117 66 31
Genotipo GG 65,8% 75,2% 015 |80,3%  64,5%
(%) 0,09
Geno(f)'/g)o GA 34,2% 23,1% 0,09 | 19,7%  355%
Genotipo AA (%) 0% 1,7% 0,25 - - -
Alelo G (%) 82,9% 86,8% 1o | 02%  823% |
Alelo A (%) 17,1% 13,2% ’ 98% 17,7% |

Para las frecuencias genotipicas y alélicas el analisis estadistico se realizé con el programa
Unphased y la prueba de Armitage para la asociacion alélica, considerandose significativo si
p<0,05.

Tabla A4. Frecuencia genotipica y alélica del polimorfismo ¢.1282G>A de irak-4 segun
agente infeccioso detectado en adultos con NAC

Virus Mixto p Bacteria Mixto p
n 66 20 31 20

Genotipo GG (%) 80,3% 75% 0,61 64,5% 75% 0,43
Genotipo GA (%) 19,7% 15% 0,63 35,5% 15% 0,11
Genotipo AA (%) 0% 10% 0,01 0% 10% 0,07

Alelo G (%) 79,4% 87,7% 87,2% 83,3%
0,12 0,46

Alelo A (%) 20,6% 12,3% 12,8% 16,7%

Para las frecuencias genotipicas y alélicas el andlisis estadistico se realizd con el programa
Unphased y la prueba de Armitage para la asociacion alélica, considerandose significativo si
p<0,05. En negrita se indican las diferencias significativas.
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Tabla A5. Frecuencia genotipica y alélica del polimorfismo ¢.1282G>A de irak-4 en

adultos con NAC e HTA

. No No graves  Graves
l_?.:.l HTA p  graves G(:;as\ﬁs p (CURB- (CURB- p
(PSI) 65) 65)
n 109 82 66 31 53 29
Genotipo 0 0 0 o . .
GG (%) 73,4% 68,3% (0,44 | 559%  77,1% | 0,04 | 60,4% 82,8% | 0,03
Genotipo 0 0 0 o . .
GA (%) 26,6% 29,3% | 0,68 | 412%  20,8% |0,04| 37,7% 13,8% | 0,02
Genotipo 0 0 0 0 . .
AA (%) 0%  2,4% (010 | 2,9% 2,1% | 0,80 1,9% 34% | 0,66
AI(%E)G 86,7% 82,9% 76,5%  87,5% 79,3% 89,7%
Alelo A 0.30 0,06 0,09
(?,/;’) 13,3% 17,1% 235%  12,5% 20,8%  10,3%

Para las frecuencias genotipicas y alélicas el analisis estadistico se realiz6 con el programa Unphased
y la prueba de Armitage para la asociacién alélica, considerandose significativo si p<0,05. En negritra

se indican las diferencias significativas.

Tabla A6. Frecuencia genotipica y alélica del polimorfismo ¢.1282G>A de irak-4 en

adultos con NAC y diabetes

. No
Sin Diabetes  p graves Graves D No graves Graves
diabetes (PSI) (PSI) (CURB-65) (CURB-65)
n 131 62 25 37 42 20
Genotipo 0 0 0 0 0 0
GG (%) 748% 64,5% | 0,13 | 60% 67,6% | 0,54 66,7% 60% 0,60
Genotipo 0 0 0 0 0 0
GA (%) 24,4% 339% |0,16 | 40% 29,7% | 0,40 33,3% 35% 0,89
i‘fg‘;ﬁ'/f)o 0,8% 16% |058| 0%  27% |040 0% 5% 0,14
A'(%'/O)G 87,0%  814% 80%  82,4% 83,3% 77,5%
Alslo A 0.14 0.73 0,43
(%) 13,0% 18,6% 20% 17,6% ' 16,7% 22,5%

Para las frecuencias genotipicas y alélicas el analisis estadistico se realiz6 con el programa Unphased
y la prueba de Armitage para la asociacién alélica, considerandose significativo si p<0,05.
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Tabla A7. Frecuencia genotipica y alélica del polimorfismo ¢.1282G>A de irak-4 en
adultos con NAC y EPOC

No No Graves
Sin Graves graves
EPOC EPOC p graves (PSI) p (CURB- (CURB- p
(PSI) 65)
65)
n 147 47 21 26 32 15
Genotipo 0 0 0 0 0 0
GG (%) 70,1% 76,6% | 0,38 | 61,9%  88,5% 71,9% 86,7%
Genotipo 0 0 0 on | 0,03 0 0 0,26
GA (%) 28,6% 23,4% (0,48 | 38,1% 11,5% 28,1% 13,3%
Genotipo 0 0 ) i i i i i
AA (%) 1,3% 0% | 0,42
A'(%Z’)G 84,4%  88,3% 81%  94,2% 859%  93,3%
A'(?)};’)A 156% 117% | 03| 10%  s8% | %% 141%  67% | 0%

Para las frecuencias genotipicas y alélicas el analisis estadistico se realiz6 con el programa Unphased
y la prueba de Armitage para la asociacion alélica, considerandose significativo si p<0,05. En negrita
se indican las diferencias significativas.

Anexo 2. rs1152888 (c.439A>G) de irak-3: género, deteccion de agentes y

comorbilidades.

Tabla A8. Frecuencia genotipica y alélica del polimorfismo c.439A>G de irak-3 en
mujeres con NAC clasificados por PSI y CURB-65

No graves Graves No graves Graves
(PSI) (PSI) (CURB-65) (CURB-65)
n 40 55 45 50
Genotipo GG g g0y, 95,6% 93,3% 94%
(%)
Genotipo GA 9.4% 4.4% 0,33 6.7% 6% 0,89
(%) i) 1 1
Genotipo AA ) ) i i i i
(%)
Alelo G (%) 95,3% 97,8% 96,7% 97%
Alelo A (%) 4,7% 2,2% | 033 3,3% 3% 0,89

Para las frecuencias genotipicas y alélicas el analisis estadistico se realiz6 con el programa Unphased
y la prueba de Armitage para la asociacién alélica, considerandose significativo si p<0,05.
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Tabla A9. Frecuencia genotipica y alélica del polimorfismo
hombres con NAC clasificados por PSI y CURB-65

c.439A>G de irak-3 en

No graves Graves No graves Graves
(PSI) (PSI) (CURB-65) (CURB-65) P
n 34 65 60 39
Geno(f,'/f)’;’ GG 910w 86,1% 93,3% 79,5%
Geno(f,i/p)o CA  gaw% 139% |04 6,7% 205% |20
(o]
Genotipo AA ) ) ) i i i
(%0)
Alelo G (%) 95,6% 93,1% 96,7% 10,3%
Alelo A (%) 4,4% 6,9% | 0.48 3,3% 89,7% 0,05

Para las frecuencias genotipicas y alélicas el analisis estadistico se realiz6 con el programa Unphased
y la prueba de Armitage para la asociacion alélica, considerandose significativo si p<0,05. En negrita
se indican las diferencias significativas.

Tabla A10. Frecuencia genotipica y alélica del polimorfismo ¢c.439A>G de irak-3 en
adultos con NAC segun la deteccidn de agente infeccioso

Sin agente Agente . .
detectado detectado P VIS REEGR
n 76 117 66 31
Ge”"(f)'/':;’ GG 93,4% 88,9% 90,9%  93,6%
. 0,29
Ge”"(f)'/‘s;’ GA 6,6% 11,1% 01%  64% |
Genotipo AA (%) - - - - - -
Alelo G (%) 96,7% 94,4% 95,5%  96,8%
Alelo A (%) 3,3% 5,6% 030 | 450% 320 |0.66

Para las frecuencias genotipicas y alélicas el analisis estadistico se realiz6 con el programa Unphased
y la prueba de Armitage para la asociacién alélica, considerandose significativo si p<0,05.
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Tabla Al1l. Frecuencia genotipica y alélica del polimorfismo ¢.439A>G de irak-3 segun
agente detectado en adultos con NAC

Virus Mixto p Bacteria Mixto p
n 66 20 31 20
Genotipo GG (%) 90,9% 75% 93,6% 75% 0,06
Genotipo GA (%) 9,1% 25% 0,06 6,4% 25% 0,11
Genotipo AA (%) - - - - -
Alelo G (%) 955%  87,5% 96,8% 87,5%
Alelo A (%) 4,5% 125% | 0,07 3,2% 125% | 007

Para las frecuencias genotipicas y alélicas el analisis estadistico se realiz6 con el programa Unphased
y la prueba de Armitage para la asociacion alélica, considerandose significativo si p<0,05.

Tabla Al12. Frecuencia genotipica y alélica del polimorfismo ¢.439A>G de irak-3 en
adultos con NAC e HTA

No
Sin No - ves graves Graves
HTA HTA p graves (PS1) (CURB- (CURB- p
(PSI) 65)
65)
n 109 82 66 31 53 29
Genotipo 0 0 0 0 o o
GG (%) 87,2% 95,1% 100%  91,7% 100% 86,2%
Genotipo 0 o | 0,06 o o | 0:08 . o, | <001
Genotipo ) ) ) ) ; . - -
AA (%)
AI(%E)G 93,6% 97,6% 100%  95,8% 100% 93,1%
0,07 0,09 <0,01
AI(iZ))A 6,4% 2,4% 0% 4,2% 0% 6,9%

Para las frecuencias genotipicas y alélicas el analisis estadistico se realiz6 con el programa Unphased
y la prueba de Armitage para la asociacién alélica, considerandose significativo si p<0,05. En negrita

se indican las diferencias significativas.
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Tabla A13. Frecuencia genotipica y alélica del polimorfismo ¢.439A>G de irak-3 en
adultos con NAC y diabetes

sin No Graves Nograves  Graves
. Diabetes p graves p (CURB- (CURB- p
diabetes (PSI) (PSI) 65) 65)
n 131 62 25 37 42 20

%eG”O(f)'/f)’)o 90,1%  91,9% 96%  89,2% 97,6% 80%
%exo(f)'/op)o 00%  81% |%%| an 108w |0 24% 20% | 002
Genotipo i i ) ) ) ) ) i i
AA (%)
A'(%'/(‘)’)G 5%  96% 98%  94,6% 98,8% 90%
A'(?,}(S’)A 5% w998 2% sam |03 10w 100 | 002

Para las frecuencias genotipicas y alélicas el analisis estadistico se realiz6 con el programa Unphased
y la prueba de Armitage para la asociacion alélica, considerandose significativo si p<0,05. En negrita
se indican las diferencias significativas.

Tabla Al4. Frecuencia genotipica y alélica del polimorfismo ¢.439A>G de irak-3 en
adultos con NAC y EPOC

No
Sin EPOC rlz\?es Graves graves (%Laéfgs.
EPOC b9 sy P (Curs- P
(PSI) 65)
65)
n 147 47 21 26 32 15
Genotipo 0 0 0 0 0 0
GG (%) 91.8% 87.2% 81% 92.3% 87.5% 86.7%
Genotipo 0 o | 0.34 0 0 0.25 0 0 0.94
GA (%) 8.2% 12.8% 19% 7.7% 12.5% 13.3%
Genotipo ) ) ) ) i i i i
AA (%)
AI(%}S)G 95.9% 93.6% 90.5%  96.2% 93.8% 93.3%
A'(?)Z’)A 41% 64% | 0| o5  38% |2 6200 676 | 0%

Para las frecuencias genotipicas y alélicas el analisis estadistico se realiz6 con el programa Unphased
y la prueba de Armitage para la asociacién alélica, considerandose significativo si p<0,05.
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Anexo 3. Haplotipos

Tabla Al5. Haplotipos y frecuencia de los SNP ¢.1282G>A de irak-4 y c.439A>G de
irak-3 en 194 adultos con NAC segun PSI, y evolucion (y PSI)

No Graves No graves Graves
Graves P (Evolucion) (Evolucién) b

n 01 103 7 123

Genotipo GG- 0 0 0 0
ane 57% 1% | 0 60% 67% 0.39
Ge”ogrf GG 4y 9% | 038 6% 8% 0,52
Ge”og%’ GA- 349 18% | 0,01 30% 24% 0,36

Genotipo GA- 0 0 0 0
o 204 1% | 040 3% <1% 0,28
Genog"é’ AA- 1% 0% | 029 1% 0% 0,19
Genogﬂ’f AA- 0% 1% | 034 0% <1% 0,45
Haplotipo G-G  77% 85% | 0.07 79% 83% 0,34
Haplotipo G-A 4% 5% 0,5 4% 4% 0,72
Haplotipo A-G 19% 10% | 0,01 17% 13% 0,21
Haplotipo A-A <1% <1% |0,76 <1% <1% 0,91

El andlisis estadistico se realiz6 con el programa Unphased, considerandose significativo si p<0,05.
El primer genotipo y alelo de cada fila corresponden al SNP ¢.1282G>A de irak-4. En negrita se
indican las diferencias significativas.
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Tabla A16. Haplotipos y frecuencia de los SNP ¢.1282G>A de irak-4 y c.439A>G de
irak-3 en 194 adultos con NAC segiin CURB-65, y evolucién (y CURB-65)

No No graves Graves
Graves SICE (Evolucién) (Evolucién) P
n 129 65 94 100
D T 6296 67% 0,47
Genogr?: GG- 5% 12% | >0,05 5% 10% 0,22
Genogrg GA- 319 15% | 0,02 30% 21% 0,17
GenOtG|pA? GA- 204 204 50.99 2% 1% 0,60
Genogré? AA- <1% 0% 0,48 1% 0% 0,33
Genog;i)ac: AA- 0% 2% 0,16 0% 1% 0,30
Haplotipo G-G  80% 84% | 043 80% 83% 0,49
Haplotipo G-A 3% 6% | 0,06 3% 5% 0,29
Haplotipo A-G  17% 9% | 0,04 17% 11% 0,15
Haplotipo A-A <1% 1% 0,28 <1% <1% 0,63

El andlisis estadistico se realizd con el programa Unphased, considerandose significativo si p<0,05.
El primer genotipo y alelo de cada fila corresponden al SNP ¢.1282G>A de irak-4. En negrita se
indican las diferencias significativas.

Anexo 4. Expresion génica de IRAK-4: edad, sexo, comorbilidades, sepsis y agentes
detectados

Tabla Al7. Expresion génica de IRAK-4 en 121 adultos con NAC de acuerdo a edad
Yy Sexo

<60afios >60afios p |[<65afios >65afios p | Mujeres Hombres p

n 33 88 39 82 62 57
0,35 0,45 0,03
Vc 1 0,73 1 0,72 1 1,98
Se utiliz6 B-tubulina como gen normalizador y los grupos < 60 afios, <65 afios y mujeres como grupos
control, respectivamente. Las veces de cambio se obtuvo con el valor de mediana del grupo control,
siendo la mediana de estos grupos= 1. Se utiliz6 la prueba Mann Whitney (p<0,05) mediante el
programa Graphpad 8. En negrita se indican las diferencias significativas.
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Tabla A18. Expresion génica de IRAK-4 en adultos con NAC de acuerdo al agente

detectado
Tipo de agente n Vc p
Sin agente detectado
4 1
8 0,85
Con agente detectado 71 0,86
Virus
47 1 0.91
Bacteria 18 0,89
Virus
47 1 0,79
Mixto 7 2,32
Bacteria 18 1
Mixto 7 3,8 0,28

Se utilizé B-tubulina como gen normalizador. Las veces de cambio se obtuvo con el valor de
mediana del grupo control, siendo la mediana de estos grupos= 1. Se utilizé la prueba Mann
Whitney (p<0,05) mediante el programa Graphpad 8

Tabla A19. Expresion génica de IRAK-4 en adultos con NAC e HTA

. HTA HTA HTA HTA
Sin Con No araves  Graves No graves No graves
HTA HTA P g P | (CURB-  (CURB-
(PSI) (PSI) 65) 65)
n 68 50 26 24 32 18
0,75 0,61 0,83
Ve 1 1,13 1 1,10 1 0,77

Se utilizo B-tubulina como gen normalizador y los grupos: sin HTA, HTA no graves (PSI) y no
graves (CURB-65) como grupos control, respectivamente. Las veces de cambio se obtuvo con el
valor de mediana del grupo control, siendo la mediana de estos grupos= 1. Se utiliz6 la prueba

Mann Whitney (p>0,05) mediante el programa Graphpad 8.

Tabla A20. Expresion génica de IRAK-4 en adultos con NAC y diabetes

. Diabetes Diabetes Diabetes Diabetes
Sin Con
diabetes  diabetes p No graves Graves p No graves No graves p
(PSI) (PSI) (CURB-65) (CURB-65)
n 83 37 17 20 24 13
0,93 0,27 0,16
Vc 1 0,86 1 0,37 1 0,32

Se utilizo B-tubulina como gen normalizador y los grupos: sin diabetes, diabetes no graves (PSI) y
diabetes no graves (CURB-65) como grupos control, respectivamente. Las veces de cambio se
obtuvo con el valor de mediana del grupo control, siendo la mediana de estos grupos= 1. Se utilizé
la prueba Mann Whitney (p>0,05) mediante el programa Graphpad 8.
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Tabla A21. Expresion génica de IRAK-4 en adultos con NAC y EPOC

. EPOC EPOC EPOC EPOC
Sin Con
EPOC  EPOC p No graves Graves p No graves No graves p
(PSI) (PSI) (CURB-65) (CURB-65)
n 89 32 16 16 21 11
0,02 0,38 0,87
Ve 1 0,47 1 0,59 1 0,84

Se utilizé B-tubulina como gen normalizador y los grupos: sin EPOC, EPOC no graves (PSI) y EPOC
no graves (CURB-65) como grupos control, respectivamente. Las veces de cambio se obtuvo con el
valor de mediana del grupo control, siendo la mediana de estos grupos= 1. Se utilizo la prueba Mann
Whitney (p>0,05) mediante el programa Graphpad 8. En negrita se indican las diferencias
significativas.

Tabla A22. Expresion génica de IRAK-4 en adultos con NAC y sepsis

. Sepsis Sepsis Sepsis Sepsis
Sin Con
Sepsis Sepsis p No graves Graves p No graves No graves p
P P (PSI) (PSI) (CURB-65) (CURB-65)
n 97 26 13 13 16 10
0,07 0,79 0,79
Ve 1 2,36 1 2,38 1 2,76

Se utilizé B-tubulina como gen normalizador y los grupos: sin Sepsis, Sepsis no graves (PSI) y
Sepsis no graves (CURB-65) como grupos control, respectivamente. Las veces de cambio se obtuvo
con el valor de mediana del grupo control, siendo la mediana de estos grupos= 1. Se utiliz6 la
prueba Mann Whitney (p>0,05) mediante el programa Graphpad 8.

Anexo 5. Expresion genica de IRAK-M: edad, sexo, comorbilidades, sepsis y agentes
detectados

Tabla A23. Expresion génica de IRAK-M en 170 adultos con NAC de acuerdo a edad
Yy Sexo

<60afios >60afios p |<65afios >65afios p | Mujeres Hombres p
n 45 125 58 112 83 86
0,99 0,59 0,04
Vc 1 1,05 1 1,21 1 1,81

Se utiliz6 B-tubulina como gen normalizador y los grupos < 60 afios, <65 afios y mujeres como grupos
control, respectivamente. Las veces de cambio se obtuvo con el valor de mediana del grupo control,
siendo la mediana de estos grupos= 1. Se utiliz6 la prueba Mann Whitney (p<0,05) mediante el
programa Graphpad 8. En negrita se indican las diferencias significativas.

Tabla A24. Expresion génica de IRAK-M en adultos con NAC de acuerdo al agente
detectado
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Tipo de agente n Vc p
Sin agente detectado
67 1 0.61
Con agente detectado 101 0,75
Virus
1 1
y 0,58
Bacteria 26 0,80
Virus
61 1 0.36
Mixto 14 1
Bacteria 26 1
Mixto 14 1,3 0,34

Se utilizdé B-tubulina como gen normalizador. Las veces de cambio se obtuvo con el valor de
mediana del grupo control, siendo la mediana de estos grupos= 1. Se utilizd la prueba Mann
Whitney (p<0,05) mediante el programa Graphpad 8

Tabla A25. Expresion génica de IRAK-M en adultos con NAC e HTA

. HTA HTA HTA HTA
Sin Con No araves  Graves No graves No graves
HTA HTA P g P (cURB-  (CURB-
(PSI) (PSI) 65) 65)
n 97 70 26 24 32 18
0,75 0,61 0,83
Ve 1 1,74 1 1,10 1 0,77

Se utilizo B-tubulina como gen normalizador y los grupos: sin HTA, HTA no graves (PSI) y no
graves (CURB-65) como grupos control, respectivamente. Las veces de cambio se obtuvo con el
valor de mediana del grupo control, siendo la mediana de estos grupos= 1. Se utiliz6 la prueba
Mann Whitney (p>0,05) mediante el programa Graphpad 8.

Tabla A26. Expresion génica de IRAK-M en adultos con NAC y diabetes

. Diabetes Diabetes Diabetes Diabetes
Sin Con
diabetes  diabetes p No graves Graves p No graves No graves p
(PSI) (PSI) (CURB-65) (CURB-65)
n 122 52 23 29 37 15
0,33 0,87 0,88
Vc 1 0,6 1 1,15 1 1,15

Se utilizo B-tubulina como gen normalizador y los grupos: sin diabetes, diabetes no graves (PSI) y
diabetes no graves (CURB-65) como grupos control, respectivamente. Las veces de cambio se
obtuvo con el valor de mediana del grupo control, siendo la mediana de estos grupos= 1. Se utiliz6
la prueba Mann Whitney (p>0,05) mediante el programa Graphpad 8.

Tabla A27. Expresion génica de IRAK-M en adultos con NAC y EPOC
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. EPOC EPOC EPOC EPOC
Sin Con
EPOC  EPOC p No graves Graves p No graves No graves p
(PSI) (PSI) (CURB-65) (CURB-65)
n 129 46 20 24 29 15
0,04 0,28 0,42
Ve 1 0,44 1 1,44 1 1,29

Se utilizé B-tubulina como gen normalizador y los grupos: sin EPOC, EPOC no graves (PSI) y EPOC
no graves (CURB-65) como grupos control, respectivamente. Las veces de cambio se obtuvo con el
valor de mediana del grupo control, siendo la mediana de estos grupos= 1. Se utiliz6 la prueba Mann
Whitney (p>0,05) mediante el programa Graphpad 8. En negrita se indican las diferencias
significativas.

Tabla A28. Expresion génica de IRAK-M en adultos con NAC y sepsis

. Sepsis Sepsis Sepsis Sepsis
Sin Con
Sepsis Sepsis p No graves Graves p No graves No graves p
P P (PSI) (PSI) (CURB-65) (CURB-65)
n 132 42 17 25 30 12
0,45 0,46 0,69
V¢ 1 1,37 1 1,15 1 0,59

Se utilizo B-tubulina como gen normalizador y los grupos: sin Sepsis, Sepsis no graves (PSI) y
Sepsis no graves (CURB-65) como grupos control, respectivamente. Las veces de cambio se obtuvo
con el valor de mediana del grupo control, siendo la mediana de estos grupos= 1. Se utiliz6 la

prueba Mann Whitney (p>0,05) mediante el programa Graphpad 8.

Anexo 6. Aprobacion comités de ética y consentimiento informado
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ACTA DE APROBACION
PROYECTO DE INVESTIGACION SERES HUMANOS 1t 1 ABR. 2017

Con fecha 11 de Abril de 2017, el Comité de Etica de Investigacién en Seres Humanos de la
Facultad de Medicina, Universidad de Chile, integrado por los siguientes miembros:

Dr. Manuel Oyarzin G., Médico Neumdlogo, Presidente

Prof. Gina Raineri B., Abogado y Enfermera-Matrona, Mg. Bioética, Secretaria Ejecutiva
Dr. Hugo Amigo C., Ph. D., Especialista en Salud Piblica

Dra. Lucia Cifuentes 0., Médico Genetista

Sra. Claudia Marshall F., Educadora, Representante de la comunidad.

Dra. Gricel Orellana, Médico Neuropsiquiatra

Prof. Julieta Gonzalez B., Bidloga Celular

Dra. Maria Angela Delucchi Bicocchi, Médico Pediatra Nefrélogo.

Dr. Miguel O'Ryan, Médico Infectélogo

Ha revisado el Proyecto de Investigacion titulado: “NEW CLINICAL BIOMARKERS OF
IMMUNODEFICIENCY AND SEVERITY IN ADULTS WITH COMMUNITY ACQUIRED
PNEUMONIA”. Y cuyo investigador responsable es la Dra. Vivian Luchsinger, quien desempefia
funciones en Programa de Virologia, ICBM, de la Facultad de Medicina, de la Universidad de Chile.

El Comité revisé los siguientes documentos del estudio:

Proyecto de investigacion in extenso.

CV del investigador responsable y de los Co-investigadores.

Carta de aceptacion de las autoridades de las instituciones en que se realizaré el estudio.
Consentimiento Informado.

Carta compromiso del investigador para comunicar los resultados del estudio una vez
finalizado éste.

El proyecto y los documentos sefialados en el pérrafg precedente han sido analizados a la luz de
los postulados de la Declaracién de Helsinki, de las Pautas Eticas Internacionales para la Investigacion
Biomédica en Seres Humanos CIOMS 2002, y de las Guias de Buena Practica Clinica de ICH 1996.

Sobre la base de esta informacion el Comité de Etica de Investigacion en Seres Humanos de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Chile se ha pronunciado de la siguiente manera sobre los
aspectos del proyecto que a continuacion se sefalan:

Teléfono: 29789536 - Email: comiteceish@med.uchile.cl
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UNIVERSIDAD DE CHILE - FACULTAD DE MEDICINA
o e COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN SERES HUMANOS

a) Caracter de la poblacion estudiada: Cautiva / no terapéutica.
b) Utilidad del Proyecto: Encontrar biomarcadores de severida de NAC en poblacién adulteﬁ § ABR. 2017
¢) Riesgos y Beneficios: Riesgo minimo (dos muestras de sangre)
d) Proteccion de los participantes (asegurada por el Consentimiento Informado): Adecuado
e) Notificacion oportuna de reacciones adversas: No corresponde
f) El investigador responsable se ha comprometido a entregar los resultados del estudio a este
Comité al finalizar el proyecto. Si.

Por lo tanto, el comité estima que el estudio propuesto esta bien justificado y que no significa
para los sujetos involucrados riesgos fisicos, psiquicos o sociales mayores que minimos.

Este comité también analizé y aprobd los correspondientes documentos de Consentimiento
Informado en su version original recibida el 27 de Marzo de 2017, que se adjunta firmado, fechado y
timbrados por este CEISH.

En virtud de las consideraciones anteriores el Comité otorga la aprobacidn ética para la
realizacion del estudio propuesto, dentro de las especificaciones del protocolo.

Se extiende este documento por el periodo de un afio a contar desde la fecha de aprobacion
prorrogable segin informe de avance y seguimiento bioético,

Lugar de realizacién del estudio:
1. PROGRAMA DE VIROLOGfA, ICBM, FACULTAD DE MEDICINA, UNIVERSIDAD DE CHILE.

Santiago, 11 de Abril de 2017.

Prof. Gina Raineri B.
Secretaria Ejecutiva CEISH

c.c - Archivo Proyecto N© 030-2017.
- Acta N° 009

Teléfono: 29789536 - Email: comiteceish@med.uchile.cl
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DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
ADULTOS ASINTOMATICOS
Version 1 17 de Marzo 2017

TITULO DEL PROYECTO

NUEVOS BIOMARCADORES CLiNIC(?S DE INMUNODEFICIENCIA Y GRAVEDAD EN
ADULTOS CON NEUMONIA ADQUIRIDA EN LA COMUNIDAD

Nombre del Investigador Responsable: Dra. Vivian Luchsinger F.
Institucion: Programa de Virologia, ICBM; Facultad de Medicina, U. de Chile.
Teléfonos: 229786319

Financiado por Fondo Nacional de Ciencia y Tecnologia FONDECYT de Chile
N° Registro:

Le estamos invitando a participar en el proyecto de investigacion “Nuevos biomarcadores clinicos de
inmunodeficiencia y gravedad en adultos con neumonia adquirida en la comunidad” debido a que usted
no presenta sintomas de infeccion respiratoria ni neumonia.

La neumonia es una infeccion del pulmon frecuente en el adulto, producida generalmente por bacterias
y/o por virus, que puede ser mas o menos grave, siendo necesario identificar elementos que indiquen la
evolucion de esta enfermedad para mejorar el tratamiento de cada paciente.

Antes de tomar la decision de participar lea atentamente este documento.

Esta investigacion tiene por objetivo determinar marcadores de la respuesta inmune (respuesta de
defensa) que predigan la evolucion de la neumonia adquirida en la comunidad producida por virus y/o
bacterias en el adulto, para lo cual se estudiarin variaciones en algunos genes, su expresion y si los
productos de estos tienen actividad biologica.

El estudio incluird a un numero total de 20 adultos sin sintomas de enfermedades respiratorias y 470
adultos ingresados al hospital Dr. Lucio Cérdova, al hospital Clinico de la U. de Chile, y al Complejo
Hospitalario San José, de Santiago, que voluntariamente acepten participar.

Si Ud. acepta participar se le tomara una muestra respiratoria, una de orina y sangre por una vez al

ingresar al estudio. Se tomaran:

a) una muestra respiratoria para estudiar la presencia de bacterias y virus. Esta muestra se obtiene con
un cepillo sintético muy pequefio que se introduce en cada uno de los orificios de la nariz por una
vez.

b) una muestra de orina para detectar la presencia de la bacteria Streptococcus pneumoniae
(neumococo). Para esto usted debe depositar 5 ml de su orina en un frasco de plastico.
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las células de la respuesta defensiva y la expresion de algunos genes relacionados con esta respuesta
de defensa. Para obtener esta muestra con una aguja muy fina se pincha una vena, generalmente la de
un brazo.

Las muestras seran tomadas en el Programa de Virologia de la Facultad de Medicina de la Universidad
de Chile, Santiago.

La participacion en este estudio no constituye ningn riesgo extraordinario, puesto que el procedimiento
para obtener la muestra de sangre es el mismo que se realiza para otros examenes de sangre. Es habitual
que este procedimiento cause dolor, pero es de corta duracion. La obtencidn de la muestra de orina y de
secrecion respiratoria no tiene riesgos, aunque es posible que sienta deseos de estornudar o toser con la
toma de la muestra respiratoria. Cualquier efecto que Ud. considere que pueda derivarse de estos
procedimientos, debera comunicarlo a la Dra. Vivian Luchsinger, investigadora responsable del estudio,
en el teléfono 2297863 19.

Los elementos necesarios para tomar las muestras y realizar las técnicas seran aportados por este
proyecto que es financiado por el Fondo Nacional de Desarrollo Cientifico y Tecnologico
(FONDECYT), por lo que son sin costo alguno para Ud., por lo que su participacion no representa
gastos adicionales ni para usted.

Ademas del beneficio que este estudio significara para el progreso del conocimiento y el mejor
tratamiento de futuros pacientes, por su participacion en este proyecto el resultado del estudio de virus y
bacterias de sus muestras se le comunicara a usted mediante una carta entregada en persona.

Ud. no recibird ninguna compensacion econémica por su participacion en el estudio.

Toda la informacion derivada de su participacion en este estudio serad conservada en forma de estricta
confidencialidad, lo que incluye el acceso de los investigadores o agencias supervisoras de la
investigacion. Cualquier publicacion o comunicacion cientifica de los resultados de la investigacion sera
completamente anénima. Su privacidad sera protegida porque sus datos y muestras no seran
identificados con su nombre, s6lo con un cadigo.

Las muestras solicitadas para este proyecto solo seran utilizadas en este estudio. Usted se puede retirar
del estudio en cualquier momento, incluso después que la muestra haya sido tomada. En este caso, la
muestra sera destruida y no podra ser utilizada en este ni en ningun otro estudio. Si usted no desea
participar en este estudio, no habra ninguna consecuencia para usted.

Su participacion en esta investigacion es totalmente voluntaria y se puede retirar en cualquier momento
comunicandolo al investigador. De igual manera el investigador podra determinar su retiro del estudio si
considera que esa decision va en su beneficio.

Usted recibira una copia de este documento firmado. Si usted requiere cualquier otra informacién sobre
su participacion en este estudio puede comunicarse con: Investigador: Dra. Vivian Luchsinger F.
Teléfono: 229786319. En caso de duda sobre sus derechos debe comunicarse con el Presidente del
“Comité de Etica de Investigacion en Seres Humanos”, Dr. Manuel Oyarzan G., Teléfono: 2-978.9536,
Email: comiteceish@med.uchile cl, cuya oficina se encuentra ubicada a un costado de la Biblioteca

56

103



Central de la Facultad de Medicina, Universidad de Chile en Av. Independencia 1027, Comuna de
Independencia.

De acuerdo al articulo 13, de la Ley N° 19.628, en ningin caso las personas pierden el derecho a la
informacién, modificacion, cancelacion, o bloqueo de sus datos personales por entrega de muestras
biologicas.

Conclusién:

Después de haber recibido y comprendido la informacion de este documento y de haber podido aclarar
todas mis dudas, otorgo mi consentimiento para participar en el proyecto” Nuevos biomarcadores
clinicos de inmunodeficiencia y gravedad en adultos con neumonia adquirida en la comunidad”.

Nombre del sujeto Firma
Rut.

Nombre del Informante Firma
Rut.

Nombre del Investigador Firma
Rut.

Fecha:
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RED,
HOSPITAL CLINICO UNIVE?SIDAD DE CHILE .

ACTA DE APROBACION N°12

Santiago, 12 abril de 2017.

El Comité Etico Cientifico o de Investigacion del Hospital Clinico de la Universidad de Chile,
integrado por los siguientes miembros:

Dr. Antonio Morales Barria. Médico Gastroenterélogo. Presidente
Dra. Ana Maria Madrid S. Médico Gastroenterdlogo. Vicepresidente
Prof. Verénica Anguita Mackay. Académico. Secretaria de Acta

Dr. Sergio Valenzuela P. Médico Gineco-Obstetra

Dr. Juan Carlos Prieto D. Médico Farmacologia Clinica

Srta. Rina Sepilveda A. Abogado.

Dra. Gloria Lopez Stewart. Médico Endocrindloga.

Dra. Teresa Massardo Vega. Médico Cirujano.

Dr. Juan Jorge Silva. Médico Cirujano.

Ha analizado el Proyecto "Nuevos biomarcadores clinicos de inmunodeficiencia y gravedad en
adultos con neumonia adquirida en la comunidad"”, cuya investigadora principal es la Dra.
Viviana Luchsinger Farias de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile. Participa
como investigador responsable en nuestra institucion, el Dr. Mauricio Ruiz Carmona de la
Seccion de Neumologia, quienes realizaran el proyecto en este mismo departamento del
Hospital Clinico de la Universidad de Chile.
Para estos efectos se tuvo a la vista los siguientes documentos:

e Carta de presentacion a Comité.

e Formulario de Solicitud de Evaluacién de Proyecto de Investigacién por Comité.

e Carta de compromiso de la investigadora.

e Curriculum vitae de la investigadora.

e Protocolo de proyecto.

¢ Resumen de proyecto.

e Consentimiento Informado Version 1 de marzo de 2017.
El Proyecto y los documentos sefialados en el parrafo precedente han sido analizados a la luz de los
postulados de la Declaracion de Helsinki, de las pautas Eticas Intemacionales para la Investigacion

Biomédica en Seres humanos CIOMS 2002, de las Guias de Buenas Précticas Clinicas de ICH y
Normativa Nacional Vigente.

Comité Etico Cientffico - Teléfono: (+56) 22978 9008 ~ Email: comiteetica@hcuch.cl
www.redclinica.cl - mesa cenfral (+56) 22978 8000 - Santos Dumont 999, Independencia - RM
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a) Caracter de la poblacion estudiada
No cautiva, no terapéutica.
b) Utilidad del Proyecto
Buena.
c) Riesgos
Controlados.
d) Beneficios
Adecuados.
e) Confidencialidad del Estudio
La investigadora principal asegura la confidencialidad de todos los datos.

Por lo tanto, el Comité estima que el Estudio propuesto estuvo bien justificado y que no significa para
los sujetos involucrados riesgos fisicos, psiquicos o sociales mayores.
El consentimiento informado es adecuado en forma y fondo.

En virtud de las consideraciones anteriores, el Comité otorga la Aprobacién Etica para la
realizacion del Estudio propuesto, en sesion del dia 12 de abril de 2017, la que se extiende por
un plazo de 12 meses a contar de esta fecha. Se adjunta némina de los integrantes del Comité
presentes en la sesion y Declaracion de Cumplimiento de las Buenas Practicas Clinicas.

Se debe tener presente que se debe realizar:

- Envio para aprobacion o toma de conocimiento de nueva documentacion relacionada al estudio.

- Cambio en los Delegados del Director de a Institucion.

- Notificacion de reacciones adversas serias o no serias, en que las serias deben ser notificadas en
un plazo de 72 horas habiles de ocurrido el evento.

- Enviar Semestralmente avances del Proyecto.

- Solicitud de Extension de plazo de aprobacion.

- Enviar Informe Final del Proyecto.

Los items minimos que deben contener los informes semestrales y finales, son los
siguientes:

- Cumplimiento de los objetivos

- Numero de Sujetos enrolados

- Numero y motivo de los sujetos que abandonan o se retiran

Saluda atentamente a Ud. S

2. NGO ’?J

e (J:

PRESIDENTE (S) DEL COMITE ETICO CIENTIFICO :
HOSPITAL CLINICO U. DE CHILE

Comité Etico Cientffico - Teléfono: (+56) 22978 9008 - Email: comiteetica@hcuch.cl
www.redclinica.ci -~ mesa central (+56) 22978 8000 - Santos Dumont 999, Independencia - RM
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DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
Version 1 Marzo 2017

TITULO DEL PROYECTO

NUEVOS BIOMARCADORES CLiNICQS DE INMUNODEFICIENCIA Y GRAVEDAD EN
ADULTOS CON NEUMONIA ADQUIRIDA EN LA COMUNIDAD

Nombre del Investigador: Dr. Mauricio Ruiz C, Jefe Seccién de Enfermedades
Respiratorias

Institucion: Hospital Clinico U. de Chile

Teléfonos: 229788409

Departamento: de Medicina Norte

Le estamos invitando a participar en el proyecto de investigacion “Nuevos biomarcadores
clinicos de inmunodeficiencia y gravedad en adultos con neumonia adquirida en la comunidad”
debido a que a usted se le ha diagnosticado una neumonia adquirida en la comunidad (NAQ).
Esta es una infeccién del pulmon frecuente en el adulto, producida generalmente por bacterias
y/o por virus, que puede ser mas o menos grave, siendo necesario identificar elementos que
indiquen como evolucionard la enfermedad para mejorar el tratamiento de cada paciente.

Esta invitacién esta dirigida al Tutor legal/familiar directo en aquellos casos que el representado
no pueda manifestarse por presentar compromiso de conciencia.

Antes de tomar la decisién de participar lea atentamente este documento.

Obijetivo: Esta investigacion tiene por objetivo determinar marcadores de Ia respuesta inmune
(respuesta de defensa) que predigan la evolucién de la neumonia adquirida en la comunidad
producida por virus y/o bacterias en el adulto, para lo cual se estudiaran variaciones en algunos
genes, su expresion y si los productos de estos tienen actividad biolégica.

El estudio incluird a un ndmero total de 470 adultos ingresados al hospital Clinico de la U. de
Chile, al hospital Dr. Lucio Cérdova y al Complejo Hospitalario San José, de Santiago. También
se estudiaran 20 adultos sin sintomas ni enfermedades respiratorias, que voluntariamente
deseen participar.

Procedimientos: Si Ud. acepta participar se le tomara una muestra respiratoria, una de orina y
sangre al ingresar al estudio, y otra de sangre al mes de haber sido dado de alta del hospital.
Se tomaran:

a) una muestra respiratoria para estudiar la presencia de bacterias y virus. Esta muestra se
obtiene con un cepillo muy pequefio con una sonda de pléstico muy delgada que se introduce
en cada uno de los orificios de la nariz Por una vez. Si su médico tratante considera necesario
tomar otro tipo de muestra respiratoria, como el lavado bronquioalveolar, le solicitamos su
consentimiento para utilizar parte de esta muestra en este estudio.

b) una muestra de orina para detectar la presencia de la bacteria Streptococcus PReumoniae=_ ;-

(neumococo). Para esto usted debe depositar 5 ml de su orina en un frasco de plastico. /

1 2 B

107



una vena, generalmente la de un brazo.

Las muestras seran tomadas por una enfermera del hospital contratada por el proyecto para
este fin y después de obtenidas se trasladaran para su estudio al Programa de Virologia de la
Facultad de Medicina de Ia Universidad de Chile, Santiago.

Riesgos: La participacion en este estudio no constituye ningln riesgo extraordinario, puesto que
el procedimiento para obtener la muestra de sangre es el mismo que se realiza para otros
examenes de sangre. Es habitual que este procedimiento cause dolor, pero es de corta

respiratoria. Cualquier efecto que Ud. considere que pueda derivarse de estos procedimientos,
debera comunicarlo a la Dra. Vivian Luchsinger, investigadora responsable del estudio, en el
teléfono 229786102 o al celular 92514968, o al Dr. Mauricio Ruiz, en el teléfono 229788409,
Departamento: de Medicina Norte del Hospital Clinico U. de Chile.

Costos: Los elementos necesarios para tomar las muestras y realizar las técnicas seran
aportados por este proyecto que es financiado por el Fondo Nacional de Desarrollo Cientifico y
Tecnolégico (FONDECYT), por lo que son sin costo alguno para Ud., por lo que su participacién
No representa gastos adicionales ni para usted ni para el hospital.

Beneficios: Ademas del beneficio que este estudio significara para el progreso del conocimiento
y el mejor tratamiento de futuros pacientes, por su participacién en este proyecto el resultado
del estudio de virus y bacterias de sus muestras se comunicard a su médico tratante.

Compensacién: Ud. no recibira ninguna compensacion econémica por su participacion en el
estudio.

Confidencialidad: Toda |a informacion derivada de su participaciéon en este estudio sera
conservada en forma de estricta confidencialidad, lo que incluye el acceso de los investigadores

Las muestras solicitadas para este proyecto sélo seran utilizadas en este estudio y seran
eliminadas después del término del estudio. Usted se puede retirar del estudio en cualquier
momento, incluso después que la muestra haya sido tomada. En este caso, la muestra serd
destruida y no podra ser utilizada en este ni en ningln otro estudio. Si usted no desea participar
en este estudio, no habra ninguna consecuencia para usted.

108



Derechos del participante: Usted recibird una copia de este documento firmado. Si usted
requiere cualquier otra informacién sobre Su participacioén en este estudio puede comunicarse
con: Investigador: Dra. Vivian Luchsinger F. Teléfono: 229786102 o con el Dr. Mauricio Ruiz, en
el teléfono 229788409, del Departamento: de Medicina Norte del Hospital Clinico U. de Chile.

Otros Derechos del participante

En caso de duda sobre sus derechos comunicarse con el Comité Etico Cientifico o de
Investigaciéon del Hospital Clinico Universidad de Chile, Teléfono: 29789008, Email:
comiteetica@hcuch.cl, ubicado en Santos Dumont N° 999, 4 Piso Sector D, Comuna de
Independencia, Santiago.

Conclusion:

Después de haber recibido y comprendido la informacién de este documento y de haber podido
aclarar todas mis dudas, otorgo mi consentimiento para participar en el proyecto” Nuevos
biomarcadores clinicos de inmunodeficiencia y gravedad en adultos con neumonia adquirida en
la comunidad”.

Nombre del sujeto Firma
Rut.

Después de haber recibido y comprendido la informacién de este documento y de haber podido
aclarar todas mis dudas, como Tutor legal/familiar directo, otorgo mi consentimiento para la
participacién de mi representado en el proyecto” Nuevos biomarcadores clinicos de
inmunodeficiencia y gravedad en adultos con neumonia adquirida en Ia comunidad”.

Nombre del Tutor Firma
Rut.

Nombre del Investigador Firma
Rut.

Nombre del Director o Delegado Firma
Rut:

Fecha/Hora:
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Direccién
Comité de Etica de la Investigacion

Carta N° 075/2017

Dr. CNC/lcc

Santiago, abril 21 de 2017

Dra. Vivian Luchsinger
Investigadora Responsable
Programa de Virologia
Facultad de Medicina
Universidad de Chile
Presente ¥

Proyecto FONDECYT REGULAR 2017

Ref.: Titulo del Estudio: “Nuevos biomarcadores clinicos de inmunodeficiencia y gravedad en
adultos con neumonia adquirida en la comunidad”.

Estimada Dra. Luchsinger:

Por medio de la presente acuso recibo de su carta de fecha 11 de abril de 2017 por la cual solicita
autorizar el desarrollo del proyecto de la referencia que incluye pacientes atendidos en el Hospital
San José donde participa como colaborador el Dr. Patricio Rossi, médico del Servicio de Medicina,
proyecto que ha sido Aprobado por el Comité de Etica del Servicio de Salud Metropolitano Sur.

A continuacioén le incluyo el Articulo 10 del Reglamento de la Ley 20.120, en el cual queda establecido
que la aprobacién por parte de un Comité Acreditado permite la realizacién de un estudio en todo el
territorio nacional, por lo que una aprobacién por este Comité seria redundante.

Articuio 10.- Toda investigacién cientifica en seres humanos a realizarse en el pais sélo podra llevarse
a cabo si cuenta con una revisién e informe favorable de un Comité Etico Cientifico acreditado por la
Autoridad Sanitaria e independiente del equipo de investigacién.

En los casos de los estudios multicéntrico, la revision cientifica y ética se realizard por un solo
comité acreditado, debiendo ser complementada por una evaiuacién local relacionada con los
investigadores e instituciones que participan en ese nivel para verificar la factibilidad del estudio en
sus comunidades, incluyendo la infraestructura, el nivel de capacitacién y las consideraciones éticas
focales significativas.

La saluda atentamente,

cE\-SSM.NO E* .
. CARLOS NAVARRO COX

Qanj ; ;
7Smo Asesor de DY bR ESIDENTE - CEI-SSMN
Servicio de Salud
Metropolitano Norte

Calie San José 1053,

ta, Santiage, Chile

75 8508
lorena.carrasco@redsaiud.gov.al
www.ssmn.cl
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DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INEFORMADO
Version 1 17 de Marzo 2017

TITULO DEL PROYECTO

NUEVOS BIOMARCADORES CLINICOS DE INMUNODEFICIENCIA Y GRAVEDAD EN
ADULTOS CON NEUMONIA ADQUIRIDA EN LA COMUNIDAD

Nombre del Investigador Responsable: Dra. Vivian Luchsinger F.
Institucion: Programa de Virologia, ICBM; Facultad de Medicina, U. de Chile.
Teléfonos: 229786319

Financiado por Fondo Nacional de Ciencia y Tecnologia FONDECYT de Chile
N° Registro:

Le estamos invitando a participar en el proyecto de investigacion “Nuevos biomarcadores clinicos de
inmunodeficiencia y gravedad en adultos con neumonia adquirida en la comunidad” debido a que a usted
se le ha diagnosticado una neumonia adquirida en la comunidad (NAC). Esta es una infeccién del pulmén
frecuente en el adulto, producida generalmente por bacterias y/o por virus, que puede ser mas 0 menos
grave, siendo necesario identificar elementos que indiquen como evolucionara la enfermedad para mejorar
el tratamiento de cada paciente.

Esta invitacion esta dirigida al Tutor legal/familiar directo en aguellos casos que el representado no pueda
manifestarse por presentar compromiso de conciencia.

Antes de tomar la decision de participar lea atentamente este documento.

Esta investigacion tiene por objetivo determinar marcadores de la respuesta inmune (respuesta de defensa)
que predigan la evolucion de la neumonia adquirida en la comunidad producida por virus y/o bacterias en
el adulto, para lo cual se estudiaran variaciones en algunos genes, su expresion y si los productos de estos
tienen actividad bioldgica.

El estudio incluird a un nimero total de 470 adultos ingresados al hospital Dr. Lucio Cérdova, al hospital
Clinico de la U. de Chile, y al Complejo Hospitalario San José, de Santiago. También se estudiaran 20
adultos sin sintomas ni enfermedades respiratorias, que voluntariamente deseen participar.

Si Ud. acepta participar se le tomard una muestra respiratoria, una de orina y sangre al ingresar al estudio,

y otra de sangre al mes de haber sido dado de alta del hospital. Se tomaran:

a) una muestra respiratoria para estudiar la presencia de bacterias y virus. Esta muestra se obtiene con un
cepillo muy pequefio con una sonda de plastico muy delgada que se introduce en cada uno de los
orificios de la nariz por una vez. Si su médico tratante considera necesario tomar otro tipo de muestra
respiratoria, como el lavado bronquioalveolar, le solicitamos su consentimiento para utilizar parte de
esta muestra en este estudio.

b) una muestra de orina para detectar la presencia de la bacteria Streptococcus pneumoniae (neumococo).
Para esto usted debe depositar 5 ml de su orina en un frasco de plastico.

¢) una muestra de 10 ml de sangre (2 cucharaditas de té) para estudiar las concentraciones de citoquinas,
las células de la respuesta defensiva y la expresion de algunos genes relacionados con esta respuesta de
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defensa. Para obtener esta muestra con una aguja muy fina se pincha una vena, generalmente la de un
brazo.

Las muestras seran tomadas por una enfermera del hospital contratada por el proyecto para este fin y
después de obtenidas se trasladaran para su estudio al Programa de Virologia de la Facultad de Medicina
de la Universidad de Chile, Santiago.

La participacion en este estudio no constituye ningln riesgo extraordinario, puesto que el procedimiento
para obtener la muestra de sangre es el mismo que se realiza para otros examenes de sangre. Es habitual
que este procedimiento cause dolor, pero es de corta duracion. La obtencion de la muestra de orina y de
secrecion respiratoria no tiene riesgos, aunque es posible que sienta deseos de estornudar o toser con la
toma de la muestra respiratoria. Cualquier efecto que Ud. considere que pueda derivarse de estos
procedimientos, debera comunicarlo a la Dra. Vivian Luchsinger, investigadora responsable del estudio,
en el teléfono 229786102 o al celular 92514968.

Los elementos necesarios para tomar las muestras y realizar las técnicas seran aportados por este proyecto
que es financiado por el Fondo Nacional de Desarrollo Cientifico y Tecnologico (FONDECYT), por lo
que son sin costo alguno para Ud., por lo que su participacion no representa gastos adicionales ni para
usted ni para el hospital.

Ademas del beneficio que este estudio significara para el progreso del conocimiento y el mejor
tratamiento de futuros pacientes, por su participacion en este proyecto el resultado del estudio de virus y
bacterias de sus muestras se comunicara a su médico tratante.

Ud. no recibira ninguna compensacion econdémica por su participacién en el estudio.

Toda la informacién derivada de su participacion en este estudio serd conservada en forma de estricta
confidencialidad, lo que incluye el acceso de los investigadores o agencias supervisoras de la
investigacion. Cualquier publicacién o comunicacién cientifica de los resultados de la investigacion sera
completamente anénima. Su privacidad sera protegida porque sus datos y muestras no seran identificados
con su nombre, sélo con un cédigo.

Las muestras solicitadas para este proyecto s6lo seran utilizadas en este estudio. Usted se puede retirar del
estudio en cualquier momento, incluso después que la muestra haya sido tomada. En este caso, la muestra
sera destruida y no podréa ser utilizada en este ni en ningin otro estudio. Si usted no desea participar en
este estudio, no habra ninguna consecuencia para usted.

Su participacién en esta investigacién es totalmente voluntaria y se puede retirar en cualquier momento
comunicandolo al investigador y a su médico tratante, sin que ello signifique modificaciones en el estudio
y tratamiento habituales de su enfermedad. De igual manera su médico tratante o el investigador podran
determinar su retiro del estudio si consideran que esa decision va en su beneficio.

Usted recibira una copia de este documento firmado. Si usted requiere cualquier otra informacion sobre
su participacion en este estudio puede comunicarse con: Investigador: Dra. Vivian Luchsinger F.
Teléfono: 229786319 o al Comité de Etica Cientifica del Servicio de Salud Metropolitano Sur, Sra.
Verdnica Rivera, fonos: 225763736. Esta consulta sera absolutamente gratuita.

De acuerdo al articulo 13, de la Ley N° 19.628, en ningin caso las personas pierden el derecho a la
informacion, modificacion, cancelacion, o bloqueo de sus datos personales por entrega de muestras
bioldgicas.

1de3

112



Conclusion:

Después de haber recibido y comprendido la informacion de este documento y de haber podido aclarar
todas mis dudas, otorgo mi consentimiento para participar en el proyecto” Nuevos biomarcadores clinicos
de inmunodeficiencia y gravedad en adultos con neumonia adquirida en la comunidad”.

Nombre del sujeto Firma Fecha
Rut.

Después de haber recibido y comprendido la informacion de este documento y de haber podido aclarar
todas mis dudas, como Tutor legal/familiar directo, otorgo mi consentimiento para la participacion de mi
representado en el proyecto” Nuevos biomarcadores clinicos de inmunodeficiencia y gravedad en adultos
con neumonia adquirida en la comunidad”.

Nombre del Tutor Firma
Rut.

Nombre del Informante Firma
Rut.

Nombre del Investigador Firma
Rut.

Nombre del Director o Delegado Firma
Rut:

Nombre del Ministro de Fe Firma
Rut:

Fecha:
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Servicio de
Salud
Metropolitano
Sur -

Sogion Mexopolitane

Ministerioge
Salud '

COMITE ETICO CIENTIFICO

Q.F.

DE :

VRS/cml
MEMORANDUM N° 142/2017

MAT.: Resultado de evaluacion de estudio.

SANTIAGO, 04 de abril de 2017

Q.F. VERONICA RIVERA SCIARAFFIA

PRESIDENTA

COMITE ETICO CIENTIFICO
S.S.M.S.

DRA. VIVIAN LUCHSINGER FARIAS

INVESTIGADORA RESPONSABLE

HOSPITAL DE ENFERMEDADES INFECCIOSAS
DR. LUCIO CORDOVA

Informamos a Ud. que los miembros del Comité Etico Cientifico (CEC) del

Servicio de Salud Metropolitano Sur (SSMS), en sesién del 28/03/2017, tomaron
conocimiento de los siguientes antecedentes, correspondientes del Estudio de Investigacion
“Nuevos biomarcadores clinicos de inmunodeficiencia y gravedad en adultos con neumonia
adquirida en la comunidad””, remitidos mediante carta recepcionada el 24/03/2017:

L

10.

Antecedentes revisados y evaluados por Directiva del CEC S.S.M.S en

reunion del 28/03/2017: (se adjunta asistencia)

. Carta de Investigadora Responsable, fechada 16/03/2017, dirigida a la Pdta.
CEC. S.S.M.S., solicitando evaluacién de Estudio de Investigacidn.

. Carta Conocimiento, Eventual Autorizaciéon y Respaldo del Estudio “Nuevos
biomarcadores clinicos de inmunodeficiencia y gravedad en adultos con
neumonia adquirida en la comunidad”, dirigida a la Pdta. C.E.C. S.5:M.S,,
firmada por la Dr. Mariano Moreno Boza, Director (S) del Hospital de
Enfermedades Infecciosas Dr. Lucio Cordova, fechada el 20/03/17.

. Estudio “"Nuevos biomarcadores clinicos de inmunodeficiencia y gravedad en

adultos con neumonia adquirida en la comunidad”. (2 copias)

. Consentimiento Informado, versién 1, 17 de marzo 2017. (copias)

. Solicitud de Liberacién de Pago, fechada 17/03/2017, dirigida al Director
S.S.M.S., Dr. Osvaldo Salgado Zepeda, firmada por el Investigadora
Principal/Responsable, Dra. Vivian Luchsinger Farias.

. Curriculum Vitae de Investigadora Principal/Responsable, Dra. Vivian
Luchsinger Farias.

. Curriculum Vitae de Co- investigadores y colaboradores del estudio indicado.
. Certificado que indica formacion en Bioética de Investigadora

Principal/Responsable. (Serial:010375 date: 06/01/09).

. Certificado Investigador Responsable/Principal con fecha 17/03/17, que
indica que el estudio financiarad todos los costos correspondientes a insumos
requeridos para la toma de muestras de los pacientes y personal de salud
que se contrate para los fines del estudio.

Cartas compromisos cumplimiento de Buenas Practicas Clinicas de
Investigadora Principal/Responsable Dra. Vivian Luchsinger Farias y Co-
Investigador Dr. Rolando Pizarro Prado.
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I1I1.

Por lo anterior, los miembros del CEC S.S.M.S., determinan, con fecha

28/03/2017, que el Estudio no presenta reparos Eticos y lo aprueban,

se remite firmado, timbrado y fechado:

e Consentimiento Informado, versién 1, 17 de marzo 2017

Ademas, se adjuntan los siguientes documentos:

» Asistencia de la Reunién del Comité Etico Cientifico del S.S.M.S.

e Declaracion de Cumplimiento de las Buenas Practicas Clinicas, Versién 2.0,
actualizada el 21/10/14, en Sesién del CEC del S.S.M. Sur.

e Anexo.

Solicitamos a Ud. lo siguiente:

. Usar los Consentimientos Informados validados por este Comité, si

corresponde.

. La validez de esta aprobacién es por un afio, al cabo del cual con el Informe

correspondiente debe solicitar su renovacién y conservar toda la
documentacién en su poder, por lo menos, hasta cinco afios cerrado el
estudio.

Ademas, debe comunicar a este Comité lo siguiente:

. Eventos observados asociados y no asociados con el estudio.
. Cualquier antecedente importante que se observe durante la ejecucion de la

investigacion.

- Finalizado el estudio, remitir informe, que incluya el nimero de sujetos

enrolados y el nimero de los que rechazaron, entre otros.

Saludan atentamente,

‘ SO D& SALUD
METROPOLITANG SUR

RECEPCION
28 MAR 2017
COMITE ETICO cuarmﬂco P
Q.F. VER()N\IIé\ SCIARAFFIA DR. HECTOR J&%QUERA VERGARA
PRESIDENTA _ SECRETARIO
COMITE ETICO CIENTIFICO COMITE ETICO CIENTIFICO
S.S.M.S. S.S(M.S.
e
C./C.:

o Director:Hospital de Enfermedades Infecciosas DR. Lucio Cordova.
e Archivo Memos C.E.C. S.S.M.S.
e Archivo Protocolo.

Comité Etico Cientifico S.S.M.S. - Av. Santa Rosa N° 3453 — San Miguel - Santiago — Tel.: 225763637
Celular institucional Presidenta de CEC: 58582831 — correo: veronica.rivera@redsalud.gov.cl
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i Servicio de
‘@@i&) Satud
Metropolitano

Sur

Region Metropolitans

Ministerio de
Salid

COMITE ETICO CIENTIFICO
Q.F.VRS/ero.-

SESION AMPLIADA DEL COMITE ETICO CIENTIFICO
SERVICIO DE SALUD METROPOLITANO SUR

FECHA: 28/03/2017

(Segtin Resolucién Exenta N° 1974 del 14-10-15)

ASISTENCIA INTEGRANTES DE LA DIRECTIVA C.E.C.

7N A
1. Q.F. C. Verénica Rivera Sciaraffia WW
Presidenta / :
2. Dra. Eliana Cortéz Quezada

Vice-Presidenta

3.  Dr. Heéctor Jorquera Vergara
Secretario

4. Nut. Maria Galleguillos Guerra
Vice-Presidenta (S)

5. Q.F. Cecilia Toro Martinez
Secretaria (S)

ASISTENCIA INTEGRANTES C.E.C.

NOMBRE

FIRMA

1. Proc. Wilto Ahumada Arias

2. Sra. Verdnica Arancibia Lucero

3. Dr. Rogelio Aravena Bermudez

4. Q.F. Maria Angélica Lagos Valdivia

5. T.S. Mireya Mufioz Acevedo

6. Sr. Jaime Valenzuela Méndez

7. Dra. Pilar Zérraga Olavarria

116



	UNIVERSIDAD DE CHILE
	FACULTAD DE CIENCIAS QUÍMICAS Y FARMACÉUTICAS
	Tesis presentada a la Universidad de Chile para optar al grado de Magíster en Bioquímica área de Especialización en Toxicología y Diagnóstico Molecular y Memoria para optar al Título de Bioquímico por:
	ARIEL ALEXIS TOLEDO GÓMEZ

	DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
	TITULO DEL PROYECTO
	Conclusión:

