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RESUMEN

Introduccion: La neumonia adquirida en la comunidad (NAC) es un proceso inflamatorio
pulmonar agudo generado por bacterias y/o virus adquiridos en el medio comunitario con
una importante tasa de morbilidad y mortalidad. Hay escalas clinicas de gravedad, como PSI
0 CURB-65, que predicen el riesgo de mortalidad y orientan el tratamiento clinico del
paciente. Estas escalas tienen limitaciones, por lo que se han investigado biomarcadores que
predigan la evolucion de esta enfermedad, la cual depende mas de la respuesta inmune del
hospedero que del agente infeccioso en adultos. Estudios previos en adultos con NAC y sin
inmunodeficiencia conocida mostraron una disminucién en el recuento de linfocitos T (LT)
CD4+ y en la expresion génica de I17r (subunidad alfa del receptor de interleuquina 7, IL-
7Ra) en los enfermos graves respecto a los leves. IL-7R es un receptor crucial en el
desarrollo, sobrevida y proliferacion de LT. Polimorfismos de un nucledtido (SNPs:
€.731C>T, ¢.801-21A>T, c.1066A>G) de este receptor estan relacionados con enfermedades
infecciosas y autoinmunes, mediante la generacion de la isoforma soluble de este receptor
(IL-7Rs), que regula la via de sefializacion del eje IL-7/IL-7R. Esta via no ha sido estudiada
en NAC.

Objetivo: Evaluar si la frecuencia alélica y genotipica de los polimorfismos ¢.731 C>T,
€.801-21 A>T y ¢.1066 A>G; la expresion génica de II7r; el porcentaje de células que
expresan IL-7R; la concentracion plasmatica de IL-7R soluble y su ligando IL-7 difieren
entre adultos con neumonia adquirida en la comunidad con distinta evolucion clinica.
Metodologia: Se enrolaron 202 adultos hospitalizados con NAC en tres hospitales de
Santiago (Hospital Clinico de la Universidad de Chile, de Enfermedades Infecciosas Dr.
Lucio Cérdova y Complejo Hospitalario San José) entre mayo 2017 y agosto 2019. Se
pesquisaron antigenos de S. pneumoniae y Legionella en orina mediante Binax®, asi como
genoma de virus y bacterias atipicas en muestras respiratorias por reaccion en cadena de la
polimerasa en tiempo real (PCR-tr) (Argene®). En muestras de sangre venosa periférica se
hicieron los anélisis de IL-7R y su eje de sefializacion. La genotipificacion de los SNPs ¢.731
C>T y ¢.1066 A>G se realizd mediante PCR-tr con curva de fusion de alta resolucion,
mientras que para c-801-21 A>T se utilizd6 PCR-tr alelo especifico. La expresién relativa
(veces de cambio: Vc) del gen 117r en ARN de sangre se determind mediante transcripcién
inversa y PCR-tr. Los recuentos de LT (CD3+) y los que expresan IL-7Ra (CD3+CD127+)
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se determinaron mediante citometria de flujo. La concentracion plasmética de IL-7Rs se
cuantificé por ensayo inmunoenzimatico (RayBio®) y de IL-7 con MILLIPLEX MAP. Los
datos obtenidos se analizaron segin caracteristicas clinicas demograficas, clasificacion de
gravedad por escalas prondsticas (PSI y CURB-65), y evolucién de la NAC (ingreso a UCI,
fallecimiento, entre otros). Los andlisis estadisticos utilizados fueron chi cuadrado y prueba
de Mann-Whitney (GraphPad Prism®), considerando significativa la diferencia si p<0,05.

Resultados: La mediana de edad de los 202 adultos con NAC estudiados es 73 afios (RIQ:
60-84 afos); 100 son mujeres (49%) y 162 presentan comorbilidades (81%). Segun PSI, 48
casos eran leves (24%), 44 moderados (22%) y 110 graves (54%). Segin CURB-65, 77
paciente eran leves (38%), 57 moderados (28%) y 68 graves (34%). Respecto a la evolucién
de laNAC, 117 pacientes requirieron oxigenoterapia (58%), 45 ingresaron a UCI (22%) y 32
fallecieron (16%), siendo mayores las proporciones en adultos >65 afios (p<0,05). En el SNP
c.731 C>T, el alelo C y el genotipo CC fueron méas frecuentes en pacientes graves que en
leves segin CURB-65 (p<0,05): el genotipo CT fue mas frecuente en casos moderados que
en leves y graves (p<0,02) y el genotipo TT fue mas frecuente en los leves que moderados
segun PSI (p=0,02) y no se relaciond con la evolucién de la NAC. En el SNP ¢.801-21 A>T,
el genotipo AT fue mas frecuente en casos moderados que en leves (p<0.001) y graves
(p<0,02), mientras que el genotipo TT fue mas frecuente en leves y graves que en moderados
(p<0,01) segun PSlI; el alelo T y el genotipo TT fueron mas frecuentes del SNP ¢.801-21 A>T
fueron mas frecuente en los enfermos que ingresaron a UCI que en los que no ingresaron
(p<0,05). En el SNP ¢.1066 A>G, el genotipo GG fue mas frecuente en pacientes graves que
en leves segun CURB-65 (p=0,03); el alelo G y los genotipos AG y GG fueron mas frecuentes
en quienes ingresaron a UCI que en los que no ingresaron (p<0,02); el genotipo AA fue méas
frecuente en quienes no ingresaron a UCI (p<0,001), y el genotipo GG fue mas frecuente en
los fallecidos (p<0,02). La expresion relativa del gen 117r esta disminuida en los pacientes
clasificados como moderados (p=0,03) y graves (p<0,01) respecto a los leves segin PSI; en
fallecidos respecto a no fallecidos (p<0,02), y en pacientes con enfermedad pulmonar crénica
obstructiva (EPOC) que en los que no tienen EPOC (p=0,002). El recuento de CD3+ y de
CD3+CD127+ estan disminuidos en adultos con NAC >65 afios respecto a <65 afios (p<0,03)
y en los casos moderados y graves respecto a los leves segn PSI (p<0,05). De acuerdo con

CURB-65, solo hay disminucion del recuento CD3+CD127+ en pacientes graves respecto a
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leves (p<0,03). La concentracion plasmatica de IL-7Rs estd aumentada >65 afos vs <65 afios,
en quienes tienen una evolucion de la enfermedad <7 dias vs >7 dias, en los casos moderados
y graves que leves segin PSI, en pacientes graves que no graves segin CURB-65 y en
fallecidos respecto a sobrevivientes (p<0,02). El area bajo la curva para los niveles
plasmaéticos de IL-7Rs fue 0,71 (95% CI: 0,60-0,81) para la prediccién de mortalidad dentro
de los 30 dias post alta. La concentracion plasmatica de IL-7 esta disminuida en adultos con
NAC bacteriano respecto a casos virales, en quienes recibieron oxigenoterapia vs los que no
y en quienes ingresaron a UCI respecto a los no admitidos en UCI (p<0,03). Los genotipos
CC (c.731 C>T), AA (c.801-21 A>T) y GG (c.1066 A>G) estan asociados a mayor
concentracion plasmatica de IL-7Rs. No se detectd asociacion entre los SNPs y la
concentracion plasmatica de IL-7.

Conclusion: Los SNPs ¢.801-21 A>T y ¢.1066 A>G de Il7r podrian estar relacionados con
la gravedad de la NAC, donde los genotipos TT y GG estan asociados con peor prondstico
de la enfermedad. Este es el primer estudio que relaciona estos SNPs con la concentracion
plasmatica de slIL-7Ra en adultos con NAC. El incremento en la concentracion plasmatica

de sIL-7Ra podria ser un biomarcador temprano de riesgo de muerte en adultos con NAC.
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ABSTRACT

Introduction: Community-Acquired Pneumonia (CAP) is an acute lung inflammatory
process triggered by bacteria and/or viruses acquired in the community medium with an
important rate of morbidity and mortality. There are clinical severity scales, such as PSI or
CURB-65, that predict the risk of mortality and provide orientation in the clinical
management of the patient. Despite their usefulness, these scales have limitations, due to this,
studies have focused on investigating biomarkers that allow forecasting the evolution of this
illness, which depends more on the immune response of the host than on the infectious agent
in adults. Prior studies on adults with CAP and without any known immunodeficiency have
shown a decrease in the CD4+ T Lymphocyte (TL) count and the genetic expression of 117r
(alpha subunit of the interleukin-7 receptor, IL-7Ra) in patients severe respect to the mild
cases. IL-7R is a crucial receptor in the evolution, survival, and proliferation of TL. Single
nucleotide polymorphisms (SNPs: ¢.731C>T, ¢.801-21A>T, ¢.1066A>G) of this receptor are
related to infectious and autoimmune diseases, through the generation of the soluble isoform
of this receptor (sIL-7R), that regulates the signaling pathway of the axis IL-7/IL-7R. This
pathway has not been studied for CAP.

Objective: To evaluate if the allele and genotype frequency of the ¢.731 C>T, ¢.801-21 A>T
and ¢.1066 A>G polymorphisms; the genetic expression of 117r; the percentage of cells that
express IL7R; the plasma concentration of soluble IL7R and the IL7 ligation; differ among
adults with community-acquired pneumonia with different clinical evolution.
Methodology: This study analyzed 202 cases of adults who were hospitalized with CAP in
three hospitals in Santiago (Hospital Clinico de la Universidad de Chile, Hospital de
Enfermedades Infecciosas Dr. Lucio Cordova and Complejo Hospitalario San José) between
May 2017 and August 2019. The presence of S. pneumoniae and Legionella antigens in urine
was investigated using Binax®, while the presence of the genome of atypical viruses and
bacteria in respiratory samples was investigated using real-time polymerase chain reaction
(gPCR) (Argene®). Analyses of IL-7R and its signaling axis were performed in samples of
peripheral venous blood. The genotyping of the ¢.731 C>T and ¢.1066 A>G SNPs was
carried out through gPCR with a high-resolution melt curve (HRM), while for c-801-21 A>T
an allele-specific gPCR was used. The relative expression (fold change) of the gene 117r in

the RNA of blood samples was established through reverse transcription and qPCR. The TL
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counts (CD3+) and those that express IL7Ra (CD3+CD127+) were determined through flow
cytometry. The plasma concentration of sIL-7R was quantified by immunoenzymatic assay
(RayBio®) and IL-7 was quantified by MILLIPLEX MAP. The obtained data was analyzed
according to clinical demographic characteristics, severity classification by prognostic scale
(PSI and CURB-65), and the CAP evolution (ICU admission, death, among others). The
statistical analyses used were the chi-square and the Mann-Whitney tests (GraphPad
Prism®), considering the difference significant p<0.05.

Results: The 202 adults with CAP studied have a median age of 73 years (IQR: 60-84 years);
100 are women (49%) and 162 present comorbidities (81%). According to PSI, 48 cases were
mild (24%), 44 moderates (22%), and 110 severe (54%). According to CURB-65, 77 patients
were mild cases (38%), 57 moderates (28%), and 68 severe (34%). Regarding the CAP
evolution, 117 patients required oxygen therapy (58%), 45 were admitted to an ICU (22%),
and 32 died (16%); these clinical characteristics were more frequent in adults >65 years
(p<0.05). In ¢.731 C>T SNP, the allele C and the CC genotype were more frequent in severe
patients than in mild ones according to CURB-65 (p<0.05), the CT genotype was more
frequent in moderate cases than in mild or severe according to PSI (p<0.02), TT genotype
was more frequent in mild patients than in moderate ones according to PSI (p=0.02) and no
relation was found in the CAP evolution. In ¢-801-21 A>T SNP ¢.801-21, AT genotype was
more frequent in moderate cases than in mild (p<0.001) and severe (p<0.02), while the TT
genotype was more frequent in mild and severe cases with respect to moderate according to
PSI (p<0.01); The T allele and TT genotype were more frequent in sick adults who were
admitted to an ICU than to those who were not admitted (p<0.05). In the ¢.1066 A> SNP,
GG genotype was more frequent in severe patients than in mild ones according to CURB-65
(p=0.03); the G allele and, AG and GG genotypes were more frequent in those who were
admitted to an ICU than to those who were not admitted (p<0.02); the AA genotype was
more frequent in those who were not admitted to an ICU (p<0.001), and the GG genotype
was more frequent in who died (p<0.02). The relative expression of the II7r gene is
diminished in patients classified as moderate (p=0.03) and severe (p<0.01) with respect to
mild ones according to PSI; in dead patients with respect to non-dead ones (p<0.02); in
patients with chronic obstructive pulmonary disease (COPD) with respect to those who do
not have COPD (p=0.002). The lymphocyte count of CD3+ as well as of CD3+CD127+ is
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diminished in adults >65 years with respect to <65 years (p<0.03), and in cases moderate and
severe in comparison with mild cases according to PSI (p<0.05). In terms of CURB-65, there
is a decrease in the count of CD3+CD127+ only in severe patients with respect to non-severe
ones (p<0.03). The plasma concentration of sIL-7R is increased in >65 years vs <65 years,
in those who have an illness evolution <7 days vs >7 days, in the moderate and severe cases
than mild cases according to PSI, in severe patients than mild according to CURB-65 and in
dead patients respect to survivors (p<0.02). The area under the curve for the plasma levels of
sIL-7R was 0.71 (95% CI: 0.60-0.81) for the mortality prediction within 30 days after
medical clearance. The plasma concentration of IL-7 is diminished in adults with bacterial
CAP with respect to viral cases, in those who received oxygen therapy treatment vs those
who didn’t and those who were admitted in an ICU respect those not admitted to ICU
(p<0.03). The CC (c.731 C>T), AA (c.801-21 A>T), and GG (c.1066 A>G) genotypes are
associated with a larger plasma concentration of sIL-7R. No association was found between
these SNPs and the plasma concentration of IL-7.

Conclusion: The SNPs ¢.801-21 A>T and ¢.1066 A>G of 1I7r are related to the severity of
CAP, where the genotypes TT and GG are associated with the worst prognosis for the disease.
This is the first study that relates these SNPs with the plasma concentration of sIL-7Ra in
adults with CAP. The increase in the plasma concentration of sIL-7Ra might be an early
biomarker for the risk of death in adults with CAP.
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INTRODUCCION

Neumonia adquirida en la comunidad
La neumonia adquirida en la comunidad (NAC) es un proceso infeccioso inflamatorio agudo

que afecta al parénquima pulmonar, causado por la invasién de microorganismos patégenos
adquiridos en el medio comunitario (fuera del ambiente hospitalario). La NAC es
considerado un problema de salud puablica, por su alta demanda en recursos de salud, alta
morbilidad y mortalidad en la poblacion adulta. El cuadro clinico de la NAC se caracteriza
por presentar tos, fiebre, expectoracibn mucopurulenta, dolor torécico y dificultad
respiratoria. El diagnéstico de neumonia es clinico y se confirma con la presencia de
infiltrados pulmonares en una radiografia de torax [Pefafiel y cols., 2003; Mandell y cols.,
2007; Blanquer y cols., 2010; MINSAL, Gob De Chile, 2011].

Epidemiologia

La NAC se caracteriza por presentar cuadros mas graves en adultos mayores, debido a una
menor capacidad de defensa contra distintos agentes infecciosos asociada al envejecimiento
[Pefafiel y cols., 2003; Mandell y cols. 2007, Saldias y cols. 2014]. La incidencia anual de
NAC en el adulto fluctda entre 1,07 y 1,2 casos por cada 1000 personas-afio, elevandose en
el adulto mayor de 65 afios a 12,7 y 153 casos por cada 1000 personas-afio
[diprece.minsal.cl]. Entre 10-20% de los enfermos con NAC requiere ingresar a una unidad
de cuidados intensivos (UCI). La mortalidad mundial de NAC es de 5 — 10%. En Chile la
tasa de mortalidad de NAC es 20,8 por cada 100000 enfermos. En mayores de 65 afios el
indice llega a 199,8 por cada 100.000 enfermos [MINSAL, Gob. de Chile, 2011].

Etiologia

La NAC puede ser causada por diversos agentes infecciosos, ya sean bacterianos y/o virales.
El agente etiolégico Unico detectado con mayor frecuencia en el adulto es Streptococcus
pneumoniae, una bacteria gram positiva [MINSAL, Gob. de Chile, 2011; Saldias y cols.,
2014]. Enun estudio realizado por Luchsinger y colaboradores en adultos chilenos con NAC,
se detect6 S. pneumoniae en el 39% de los casos, y el 50% de ellos estaba coinfectado con

otros agentes [Luchsinger y cols. 2013]. Otras bacterias detectadas en adultos con NAC son
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Haemophilus influenzae, Mycoplasma pneumoniae, Chlamydophila pneumoniae, Legionella
pneumophila, y Staphylococcus aureus [Luchsinger y cols. 2013; Saldias y cols. 2014]. Entre
los virus asociados a NAC se incluye influenza (Flu), virus respiratorio sincicial (VRS),
rinovirus (RV), coronavirus humano (CoVH), adenovirus (AdV), virus parainfluenza (VPIF)
y metapneumovirus humano (MPVh) [Blanquer y cols,.2010; Johansson y cols., 2010;
Luchsinger y cols. 2013], los que se pueden encontrar como agentes Unicos o en infeccion
mixta entre virus y/o bacterias. Debido a la mayor sensibilidad de las técnicas de deteccion
de acidos nucleicos utilizadas en el diagndstico, ha aumentado la deteccion de agentes
infecciosos, pero aln hay un importante porcentaje de pacientes en los que no se detecta
agente etioldgico (35 — 50%) [Johansson y cols., 2010; Luchsinger y cols. 2013; Luchsinger
y cols., 2016].

Gravedad de la enfermedad
Debido a las distintas condiciones y evolucion que presentan los pacientes con NAC, se han

disefiado escalas clinicas para clasificar y predecir el riesgo de mortalidad de cada paciente
y mejorar el manejo clinico [Mandell y cols., 2007; Bantar y cols., 2010; Torres y cols.,
2013]. Uno de ellos, desarrollado por el comite de investigacion de la Sociedad Britanica del
Torax [Neill y cols., 1996], incorpora el estado confusional (C), la uremia (U), la frecuencia
respiratoria (R) y la presion arterial (B) y se denomina CURB (por sus siglas en inglés). Esta
escala se utiliza para poder identificar pacientes con alto riesgo de mortalidad que requieren
de una admisién a UCI. En el afio 2003 se afiade a la clasificacion la edad del paciente,
considerando como riesgo tener >65 afios. Esta escala se denomina CURB-65 [Tabla 1]
[Neill y cols., 1996; Lim y cols., 2003]. Otra escala de clasificacion es el indice de gravedad
de neumonia (PSI) desarrollado por el equipo del Dr. Fine. Esta escala permite reconocer con
mayor precision a los pacientes de bajo riesgo para definir si el tratamiento se realiza de
manera ambulatoria, reduciendo los costos de hospitalizacién. EI PSI considera 20 variables
como la edad, sexo, comorbilidades, signos vitales, hallazgos radioldgicos y de laboratorio
[Tabla 2] [Fine y cols., 1997]. Ambos indices se utilizan en la actualidad de forma
complementaria en algunos centros. Con cada uno se obtiene un puntaje que se asocia a una
categoria de riesgo con su correspondiente recomendacion clinica de manejo [Tabla 3y 4].

Con estas escalas se pueden clasificar a los pacientes en tres grandes grupos: de bajo riesgo:
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grupo | segun CURB-65 y grupos | y Il por PSI, para quienes recomienda un manejo
ambulatorio; de riesgo moderado: grupo Il de CURB-65 y 11l de PSI, quienes probablemente
requieran de hospitalizacion; y de alto riesgo: grupos Il de CURB-65y IV y V de PSI, los
que deben ser hospitalizados y probablemente deban ingresar a unidades criticas [Tabla 2 y
4].

Tabla 1. Criterios de gravedad de la NAC de la Sociedad Britanica del Torax.

CURB-65

Confusion mental

BUN > 7 mmol/L o 20 mg/dL

Frecuencia respiratoria > 30 resp/min

PA Sistolica < 90 mmHg o Diastdlica < 60 mmHg
Edad > 65 afios

CURB-65, siglas en inglés de las cinco caracteristicas de riesgo que utiliza este indice; BUN,
Blood urea nitrogen (trd-esp. nitrégeno ureico en sangre); PA, presion arterial. [Neill y cols.,
1996; Lim y cols., 2003]

Tabla 2. Criterios de gravedad de la NAC indicados por Fine y cols.

indice de Gravedad de la Neumonia (PSI)
s . o Puntaj
Caracteristicas Puntaje Caracteristicas o
Factores demograficos BTEEHE respiratoria S 20
resp/min
Masculino Edad Presion arterial sistolica < 90 20
- mmHg
Edad (afios) Edad -
Femenino 10 Temperatura < 35°C 0 >40°C 15
Residente centro geriatrico 10 Frecuenmz_a Cardla.lca = 125 10
latidos/min
Enfermedades preexistentes Examenes de laboratorio
Neoplasia 30 pH < 7,35 30
Enfermedad hepatica 20 BUN > 30 mg/dL 20
Insuf|C|enC|a_card|aca 10 Sodio plasmatico < 130 mEg/L 20
congestiva
Enfermedad cerebrovascular 10 Glicemia > 250 mg/dL 10
Enfermedad renal 10 Hematocrito < 30% 10
Examen fisico PaO, < 60 mmHg o SaO>, < 90% 10
BUN, Blood urea nitrogen (trd-esp. nitrogeno ureico en sangre); PaO, Presion alveolar de

oxigeno; Sa0,, Saturacion de oxigeno. [Fine y cols., 1997]
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Tabla 3. Categorizacién de gravedad segun puntaje CURB-65.

Categorias de Riesgo Puntaje Mortalidad Recomendacion
I 0-1 1,50% Manejo ambulatorio
] 2 9,2% Manejo en el hospital
Il >3 22% Admisién a UCI

UCI, Unidad de cuidados intensivos.
El puntaje corresponde a la suma de 1 punto por cada criterio de gravedad que posee el paciente
con NAC mencionados en la Tabla 1. [Neill y cols., 1996; Lim y cols., 2003]

Tabla 2. Categorizacion de gravedad segun puntaje PSI.

Categorias de Riesgo Puntaje Mortalidad Recomendacion
I <50 0,1-0,4% Manejo ambulatorio
I 51-70 0,6 -0,7% Manejo ambulatorio
i 71-90 0,9 -2,8% Hospitalizacion abreviada
\Y 91-130 8,2 -12,5% Manejo en el hospital
\Y/ > 130 27,1-31,1% Manejo en el hospital

El puntaje corresponde a la suma de los puntos asignados a cada caracteristica que posee el
paciente con NAC, mencionados en la Tabla 2. [Fine y cols., 1997]

A pesar de la utilidad de estas escalas clinicas (CURB-65 y PSI) para predecir la gravedad
de laNAC y orientar el manejo adecuado para cada paciente, estas tienen limitaciones como:
la complejidad de aplicar PSI por las numerosas variables de laboratorio que utiliza y, la
subestimacion o sobrestimacion del riesgo de mortalidad o de necesidad de ingreso a UCI
[Viasus y cols., 2016]. Por esto, distintas investigaciones, se han enfocado a mejorar la
prediccion de la evolucion de la NAC para responder a la necesidad de la deteccidon temprana
de pacientes de alto riesgo.

Uno de estos estudios es el de Luchsinger y colaboradores, en el que se evidencio que la
gravedad de la NAC no dependeria del agente infeccioso detectado, ya sea viral, bacteriano
0 mixto, por lo que habria que buscar en la respuesta inmunoldgica del hospedero
[Luchsinger y cols. 2013]. Diversos estudios se han enfocado en esta respuesta, identificando
potenciales biomarcadores para predecir la evolucion de esta enfermedad, como la
procalcitonina (PCT), la proteina C reactiva (CRP), pro-adrenomodulina (pro-ADM), pro-
péptido natriurético atrial (pre-ANP), cortisol y copeptina [Falk y col., 2008; Seligman y

cols., 2012; Viasus y cols., 2016]. Si bien algunos de estos son precisos al predecir la
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mortalidad y la evolucion de la NAC, no superan a los puntajes clinicos ya mencionados (PSI
y CURB-65) [Seligman 2012, Torres 2012, Viasus 2016], por lo que es necesario investigar

otros marcadores, que mejoren la prediccién de la evolucién de la NAC.

En estudios previos para la busqueda de nuevos biomarcadores en adultos con NAC sin
inmunodeficiencia conocida realizados en el laboratorio de virus respiratorios del Instituto
de Ciencias Biomédicas de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile, se detectaron
cambios en los perfiles de expresion de genes asociados a la respuesta inmune mediante
micro-arreglos en muestras sistémicas, con disminucién significativa de la expresion del gen
[17r en los casos graves respecto a los no graves. Ademas, se observé que los adultos graves
tenian un recuento de células T CD4+ significativamente menor que los no graves
(comunicacion personal, resultados proyecto Fondecyt Regular 1121025). Estos resultados
podrian relacionarse dado que el gen 117r codifica para la cadena o del receptor de IL-7 que
esta involucrado directamente en el desarrollo y sobrevida de los LT.
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Receptor de IL-7
El receptor de la citoquina IL-7 es un receptor de membrana que consta de dos componentes:

la cadena comdn gamma (cy o CD132) [Figura 1], presente también en los receptores de IL-
2, IL-4, IL-9, IL-15 e IL-21 y la cadena alfa (IL-7Ra 0 CD127) que se une directamente con
IL-7, la cual se encuentra también en el receptor de linfopoyetina del estroma del timo
(TSLPR) [Jiang y cols., 2005; Murphy y col., 2016].

IL-7R

Figura 1. Representacion del receptor de Interleuquina 7 (IL-7R). En azul se presenta la
subunidad alfa (IL-7Ra), que en su dominio intracelular tiene asociada la proteina Janus quinasa
1 (JAKI). En naranjo se muestra a la cadena comtin gama (cy) que en su dominio intracelular
tiene asociada la proteina Janus quinasa 3 (JAK3). En morado se representa el ligando IL-7.
[Murphy y col., 2016]. Elaboracién propia con el programa BioRender©

IL-7Ra esta codificado por el gen 117r, en el cromosoma 5 p13.2. Su tamafio es 19,79 kb y
estd compuesto por 8 exones y 7 intrones [Figura 2A]. En humanos, se han detectado
mutaciones aberrantes de este gen que generan una inmunodeficiencia combinada grave por
deficiencia del linfocito T [Puel y cols., 1998]. IL-7Ra es una glicoproteina de membrana
con un peso molecular de 49 kDa perteneciente a la familia de receptores de citoquinas de
clase I. La proteina consta de cuatro dominios, un péptido sefial, un dominio extracelular que
une a IL-7, un dominio corto de transmembrana y una seccién citoplasmatica encargada de
la sefializacion intracelular [Figura 2B] [Zaunders y cols., 2014; Murphy y col., 2016].
También existen isoformas solubles de este receptor que regulan la via de sefializacion de
IL-7 [Zaunders y cols., 2014].
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Figura 2. Representacion del gen y los dominios proteicos de IL-7Ra. A. Representacion
estructural del gen 117r, realizado a partir de la secuencia NG_009567.1 obtenida de la base de
datos del NCBI (trd-esp. Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica). Los nimeros indican
la posicion aproximada de la base correspondiente, siendo 1 el extremo 5’ y 26934 el extremo
3’de la secuencia de la base de datos. En naranjo se muestran los extremos UTR del gen, y en azul
se representan los exones enumerados del 1 al 8. B. Representacion estructural de los cuatro
dominios de la proteina IL-7Ra indicado con cada color, ademas de la posicién aminoacidica y el
largo. La linea roja indica la posicion de los exones. Elaboraciéon propia en PowerPoint
(Microsoft©).

Polimorfismos de un nucleétido (SNP)
Se han descrito polimorfismos de un nucleétido (single-nucleotide polymorphism (SNP)) en

el gen I17r asociados a enfermedades autoinmunes e infecciosas. Distintos estudios han
relacionado a los polimorfismos ¢.731 C>T (rs6897932, T2441) ubicado en el exon 6
(dominio transmembrana), ¢.801-21 A>T (rs987106) ubicado en el intrén 6 (entre exén 6 y
7)y ¢.1066 A>G (rs3194051, 1356V) ubicado en el exon 8 (dominio intracelular), con distinta
evolucion clinica en diferentes condiciones, como esclerosis multiple [Gregory y cols., 2007],
diabetes tipo 1 [Santiago y cols., 2008] e infecciones con virus hepatitis C (VHC) y/o virus
de la inmunodeficiencia humana (VIH) [Guzman-Fulgencio y cols., 2015]. Los alelos C, Ty
A de los SNPs rs6897932, rs987106, rs3194051 respectivamente, se han relacionado con
peor pronostico en las enfermedades analizadas. EI mecanismo més aceptado para el efecto

observable de estos polimorfismos es la disminucién de la expresion de la isoforma de
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membrana de IL-7Ra y aumento de los niveles de la isoforma soluble, alterando asi la
biodisponibilidad de IL-7 y en consecuencia también su sefializacion [Crawley y cols, 2010].

Via de sefalizacion IL-7/IL-7R

IL-7 es una citoquina denominada inicialmente como linfopoyetina 1 y se describié como un
promotor del crecimiento de precursores de células B murinas. Posteriormente, se determin6
que es esencial en el desarrollo de linfocitos T y B en ratones, mientras que en humanos es
necesaria en el desarrollo de LT y para la sobrevida y proliferacion de LT CD4+ periféricos

maduros y virgenes [Jiang y cols., 2005; Zaunders y cols., 2014].

IL-7 es constitutivamente producida y liberada por células no hematopoyéticas
especializadas del estroma del timo, médula 6sea, higado, bazo y rifiones [Zaunders y cols.,
2014]. Esta citoquina se encuentra localmente unida a proteoglicanos heparan sulfatos, ya
sea en la superficie de células estromales o en la matriz extracelular, por esto los niveles de
IL-7 en el plasma humano son bajos. En adultos sanos es comun detectar menos de 10 pg/ml
[Lundstrom y cols., 2012].

La sefializacion IL-7/IL-7R cumple un rol esencial en la linfopoyesis, especificamente en los
LT humanos. También es importante en la homeostasis y mantencion de los LT virgenes

completamente diferenciados [Jiang y cols., 2005; Zaunders y cols., 2014].

La via de sefializacién es mediada por las proteinas JAK 1y 3, y STAT5a/b. EI complejo
formado por IL-7Ra y la cadena vy, en sus dominios intracelulares acoplan enzimas tirosinas
quinasas: JAK1 asociada a IL7Ra y JAK3 a la cadena y. La union de IL-7 con IL-7Ra induce
la dimerizacién con cy, aproximando los dominios intracelulares, permitiendo la
fosforilacion de las proteinas JAK1 y JAK3. Posteriormente se fosforila la tirosina 449 de la
cadena o lo que permite la union de STATS, el cual al ser fosforilado, dimeriza con otro
STAT5 y el complejo que se forma es translocado al nucleo, donde activa genes miembros
de la familia anti-apoptética Bcl-2, involucrados en la sobrevida de LT [Figura 3]. Otra via

de sefializacion que se ha visto involucrada es la via PI3K/Akt, pero solo se ha demostrado
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en lineas celulares transformadas y en células B de murinos, por lo que su rol en LT humanos
no esta definido [Jiang y cols., 2005; Zaunders y cols., 2014].

- @ IL-7 IL-
IL- 7
(Th 7' IL- 7
Membrana Plasmjtica
@ 0%
Y449
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o%

Q

Gms9 >
Citoplasma Q%@ — @Q S

Genes de la
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Figura 3. Via de sefializacion de IL-7/IL-7R. La unién de IL-7 a IL-7Ra permite la dimerizacion
de este ultimo con la cadena v, lo que produce el acercamiento de las proteinas quinasas JAK.
Ambas quinasas tienen baja actividad enzimatica intrinseca, la mutua fosforilacién que se produce
entre ambas aumenta su actividad. Esto genera la fosforilacion de la tirosina 449 (Y449), la cual
sera reconocida por el dominio SH2 de STATS5, produciendo el acercamiento de STATS a las
quinasas para ser fosforilado. Una vez fosforilado STATS (STAT5-P), este dimeriza con otro
STATS5-P para luego ser traslocado al ndcleo, donde participa como factor de transcripcién de
genes de la familia de Bcl-2 [Jiang y cols., 2005; Zaunders y cols., 2014]. Elaboracién propia en
el programa BioRender®©.

Segun antecedentes actuales, como la expresion de IL-7 es constitutiva, la homeostasis de
los LT CD4+ dependeria de la expresion del receptor IL-7Ra, por lo que una expresion
alterada en el receptor repercute directamente en la biodisponibilidad de los LT CD4+ y en

el efecto protector que estos generan.
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Isoforma soluble de IL-7Ra.
Se han descrito isoformas solubles de IL-7Ra (SIL-7Ra) que se generan a partir de corte y

empalme (splicing) alternativo del mensajero de IL-7Ra [Figura 4]. Estas isoformas regulan
la biodisponibilidad extracelular de IL-7, y tienen un importante rol en la inflamacion, la
proliferacion celular y la apoptosis [Lundstrom y cols., 2012]. Este receptor actla
principalmente como un inhibidor de la via de sefalizacién IL-7/IL-7R. La funcion
fisiologica de los receptores solubles seria la regulacién de la actividad de las citoquinas,
sintetizandose en paralelo con los ligandos [Lundstrom y cols., 2012]. Altos niveles
plasmaticos de sIL-7Ra se han asociado con letalidad en sepsis [Demaret y cols., 2014].
También es importante en la inmunopatogénesis de diferentes enfermedades como shock
séptico, infecciones por VIH y en la enfermedad injerto contra huésped [Demaret y cols.,
2014; Guzman-Fulgencio y Cols. 2015; Kielsen y cols., 2017].
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Figura 4. Representacion de la formacion de IL-7Rs. Representacion estructural de los dominios de
la proteina IL-7Ra y como se genera la isoforma soluble mediante el corte y empalme alternativo. La
linea roja indica la posicidn de los exones, las lineas grises muestran los corte y empalme alternativos
gue producen la pérdida del exdn 6 (isoforma H6) o de los exones 5y 6 en conjunto (isoforma H5-
6). El signo de STOP indica la posicion en el que se genera un coddn de término por el cambio en el
marco de lectura. Informacidn obtenida de Uniprot. Imagen elaborada en PowerPoint (Microsoft©).

En el caso de enfermedades infecciosas asociadas al tracto respiratorio como NAC, no

existen antecedentes sobre los niveles de sIL-7Ra ni del receptor funcional de membrana.
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IL-7Ra como biomarcador para evolucion de NAC
Considerando que la evolucion de la gravedad de los adultos con NAC no dependeria del

agente detectado, sino de su respuesta inmunoldgica; que en los pacientes graves esta
significativamente disminuida la expresion del gen 1I7r, cuya funcion estd directamente
relacionada al desarrollo y homeostasis de los linfocitos T, y el recuento de linfocitos T
CD4+; que la isoforma soluble del receptor de IL-7Ra y los alelos C, T y A de los
polimorfismos ¢.731 C>T, ¢.801-21 A>T y ¢.1066 A>G estan asociados a gravedad de
algunas enfermedades autoinmunes e infecciosas, es posible que IL-7R cumpla un rol clave

en la neumonia adquirida en la comunidad en adultos inmunocompetentes.
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HIPOTESIS

Los alelos C, T y A de los polimorfismos ¢.731 C>T, ¢.801-21 A>T y ¢.1066 A>G,
respectivamente; la disminucion de la expresion de IL-7R, el aumento de IL-7R soluble y la
disminucion de IL-7 en circulacion se relacionan con evolucion grave de adultos con

neumonia adquirida en la comunidad.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar si la frecuencia alélica y genotipica de los polimorfismos ¢.731 C>T, ¢.801-21 A>T
y €.1066 A>G; la expresion génica de 117r; el porcentaje de células que expresan IL-7R; la
concentracion plasmaética de IL-7R soluble y su ligando IL-7 difieren entre adultos con

neumonia adquirida en la comunidad con distinta evolucion clinica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Caracterizar los genotipos de los polimorfismos ¢.731 C>T, ¢.801-21 A>T y ¢.1066 A>G
del gen 117r con PCRtr en ADNg obtenido de muestras sanguineas sistémica de adultos
con NAC y evaluar diferencias segun datos demograficos, comorbilidades, y gravedad

clinica.

2) Comparar la expresion relativa del gen 117r en sangre de adultos con NAC mediante

PCRtr segun datos demograficos, comorbilidades, y gravedad clinica.
3) Relacionar la proporcion de linfocitos sanguineos que expresan IL-7R determinada por
citometria de flujo con gravedad clinica, datos demogréaficos y comorbilidades de adultos

con NAC.

4) Comparar la concentracion plasmatica de IL-7Rs e IL-7 determinada por inmunoensayos,

segun datos demogréaficos, comorbilidades, y gravedad de adultos con NAC.
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METODOLOGIA

Tipo de estudio
Estudio observacional transversal analitico.

Poblacion estudiada
Se evaluaron pacientes chilenos mayores de 18 afios con NAC provenientes de: Hospital

Clinico de la Universidad de Chile (HCUCh), Hospital Lucio Cérdova y Complejo
Hospitalario San José, todos ubicados en Santiago, regién Metropolitana, entre mayo del
2017 y agosto del 2019. La NAC se establecio segun la definicion contenida en la guia clinica
del Ministerio de Salud [MINSAL, Gob. De Chile, 2011]: tos, expectoracion, fiebre y dolor
toracico y confirmado con la presencia de nuevos infiltrados pulmonares en radiografia de
torax. El equipo de salud asociado al proyecto compuesto por personal medico y de
enfermeria identificaron los casos que cumplian con los criterios de inclusion y de exclusion.
A estos pacientes se les invitd a participar del estudio y se les informé a ellos 0 sus
representantes legales sobre el proyecto. Todos aquellos que voluntariamente aceptaron

participar, manifestaron su acuerdo mediante la firma de un consentimiento informado.

Criterios de inclusién para adultos NAC

e Adultos (>18 afios) hospitalizados en cualquier época del afio por neumonia

adquirida en la comunidad.

Criterios de exclusién

e Hospitalizacion previa dentro de los Gltimos 30 dias.

e Neumonia asociada a la atencion de salud.

e Inmunosupresion por: VIH/SIDA, quimioterapia, tratamiento con esteroides y
otros productos bioldgicos.

e Didlisis cronica.

De cada paciente enrolado, se registraron los datos demograficos como edad y sexo, y
clinicos como dias de enfermedad, comorbilidades, tratamientos, evolucion y examenes de
laboratorio. Los adultos con NAC se clasificaron en graves y no graves segin PSl y CURB-
65.
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Financiamiento y Aprobacion
Este estudio se enmarca en el proyecto FONDECYT 1171643y fue aprobado por los comités

de ética de los servicios de salud metropolitanos Norte y Sur, por el comité de ética del
HCUCh y por el comité de ética de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile
[Anexo].

Tamarfo muestral
Utilizando el programa Quanto (University of Southern California) y basados en la

frecuencia del alelo del SNP que presentaba una menor frecuencia en la base de datos de SNP
del NCBI, se estim6 un tamafio muestral de 174 adultos con NAC, siendo el 50% pacientes
con NAC grave. Se considerd un poder estadistico de 80% con 85% de confianza, un riesgo
genotipico igual o mayor a dos y una frecuencia alélica de 20% correspondiente a la menor
frecuencia alélica descrita en los SNPs del gen 117r que se analizaron.

En esta tesis se estudiaron 202 adultos con NAC, 110 de los cuales se clasificaron como

graves y 92 como no graves segun PSI, y 68 graves y 134 no graves segin CURB-65.

Muestras biologicas estudiadas
Las muestras fueron obtenidas durante las primeras 24 horas de hospitalizacion, al momento

del enrolamiento de los adultos hospitalizados por NAC, por personal de enfermeria y

kinesiologia de los hospitales.

Muestra de orina

De cada adulto se obtuvieron 5 ml de primer chorro en un frasco plastico con tapa rosca

estéril, para la deteccion de agentes bacterianos.

Muestra de secrecién respiratoria

Se obtuvo aspirado y/o torulado nasofaringeo en los pacientes hospitalizados (adultos con
NAC) para la deteccion de agentes infecciosos. El aspirado nasofaringeo se obtuvo
insertando una sonda por la fosa nasal del paciente hasta la nasofaringe, aspirando al vacio
durante unos segundos, y retirando la sonda con suavidad. La muestra obtenida es depositada
en un tubo colector estéril con medio de transporte universal (MTU). El torulado
nasofaringeo se obtuvo introduciendo el hisopo estéril con suavidad a través de la fosa nasal

hasta la nasofaringe, donde se rota este cepillo, repitiendo el proceso en la otra fosa nasal. La
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torula se deposita en un tubo estéril con MTU. La muestra respiratoria se utilizd para la

deteccion de agentes virales y bacterianos.

Muestra de sangre venosa periférica

Se dividieron aproximadamente 12 ml de muestra de sangre venosa periférica de cada adulto
enrolado en dos tubos con anticoagulante (EDTA). La muestra sanguinea se utilizé para

diversos analisis incluyendo los analisis de IL-7Ra.

Deteccion de agentes infecciosos

1. Inmunocromatografia

Se detectaron los antigenos de Streptococcus pneumoniae y Legionella en muestras de orina
mediante una prueba répida cualitativa de inmunocromatografia comercial (Binax Now®).

Se siguid el protocolo indicado por el fabricante.

2. Transcripcion inversa (RT) y reaccién en cadena de polimerasa en tiempo real (PCR-tr)

De la muestra respiratoria se extrajeron los &cidos nucleicos utilizando el kit comercial
FavorPrep™ Viral Nucleic Acid Extraction Kit I (Favorgen®) siguiendo el protocolo
indicado por el fabricante. Se utilizé un kit comercial de RT-PCRtr (Argene®) para la
deteccién mdltiple de agentes respiratorios que incluye Flu A/B, VRS, MPVh, RV y
enterovirus, AdV, Bocavirus humano (BoVh), CoVH, VPIF, Legionella pneumophila,
Chlamydia pneumoniae y Mycoplasma pneumoniae en muestra respiratoria. Para el RT-
PCRtr se siguid el protocolo indicado por el fabricante, y la reaccion se realizd en el

termociclador MIC (Bio Molecular Systems©).
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Andlisis de polimorfismos

1. Extraccion de ADN gendémico

El ADN gendmico de cada muestra se extrajo a partir de una alicuota de 250 pl de sangre
total con EDTA utilizando el kit Exgene™ Blood SV (GeneAll®) y se siguid el protocolo
indicado por el fabricante. Se cuantificé la concentracion de ADN en el espectrofotometro
Epoch (BioTek®) y se hicieron alicuotas de 5 ng/pl diluidas con H2O libre de nucleasas,
guardadas a -20°C hasta su uso.

2. Genotipificacion

PCR-tr con fusion de alta resolucion (HRM)
Para cada polimorfismo se disefiaron los partidores [Tabla 5] con el programa Beacon

designer (Premier Biosoft int.®) de acuerdo a la secuencia descrita en Genbank
NG_009567.1y la posicion del SNPs publicada en la base de datos del Centro Nacional de
Informacion Biotecnoldgica (NCBI, EEUU). Para las reacciones de PCRtr-HRM se utilizé
el kit gJPCR KAPA HRM FAST (KAPABIOSYSTEMS®O), preparando la mezcla de reaccion
de acuerdo con lo indicado por el fabricante [Tabla 6]. Todas las reacciones se realizaron en
el equipo ECO™ Real-Time PCR System (lllumina®) en un volumen final de 10 pl
utilizando 10 ng de ADN purificado.
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Tabla 3. Partidores utilizados en la PCRtr-HRM para realizar la genotipificacion de
polimorfismos en el gen 117r.

Polimorfismo | Partidor Secuencia (5" - 3") T;r:?;?(?ége
CTALCT | eirso | COAACAGCGCGACAGAGA | U1
C100 A°G. | | GCATGTGAGGGATGAATCT 6600
SO AT e CEATACGATAGGCTTAATCCTGRA] O™

pb, pares de bases. Partidores disefiados con programa Beacon designer (Premier Biosoft int.).

Tabla 4. Mezcla de reaccion de la PCRtr-HRM para la genotipificacion de polimorfismos

en el gen I7r.
Reactivo Concentracion inicial Concentracion final | Volumen
MgCl, 25 mM 2,5mM 1l
Partidor directo 10 uM 0,25 uM 0,25 pl
Partidor reverso 10 uM 0,25 uM 0,25 ul
KAPA HRM FAST 2X 1X 5ul
H20 - - 1,5 pl
ADN genomico 5 ng/ul 1 ng/ul 2 ul
Total 10 i

A continuacién, se describen las reacciones estandarizadas para la genotipificacion de cada
polimorfismo.
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Polimorfismo ¢.731 C>T (rs6897932)
La reaccion de amplificacion utilizada se muestra en la Tabla 7.

Tabla 7. Protocolo de reaccion de la PCRtr-HRM para la gentipificion del SNP ¢.731

C>T.
Etapa Temperatura (°C) | Tiempo (s) | n° de ciclos
Activacion de polimerasa 95 120 1
Denaturacion 95 5 45
Hibridacion/Extension 56 15
Curva de fusion de alta resolucién 55a 95 - 1

s, segundos

La identificacion de cada genotipo se realizo posterior a la reaccion PCRtr con la curva de
HRM [Figura 5].
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Figura 5. Curva de fusién de alta resolucion del polimorfismo ¢.731 C>T. Gréafico representativo
de una curva HRM posterior a PCRtr. El eje “x” grafica la temperatura (°C) y el eje “y” la
fluorescencia normalizada. El equipo de tiempo real realiza la deteccion de fluorescencia cada
0,1°C. Se observan tres tipos de curvas caracteristicas, las azules corresponden al genotipo TT,
las moradas a CC y las verdes a CT.
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Polimorfismo ¢.801-21 A>T (rs987106)
La reaccion de amplificacion utilizada se muestra en la Tabla 8.

Tabla 8. Protocolo de reaccion de la PCRtr-HRM para la genotipificacion del SNP ¢.801-

21 A>T.
Etapa Temperatura (°C) | Tiempo (s) | n° de ciclos
Activacion de polimerasa 95 120 1
Denaturacion 95 5 45
Hibridacion/Extension 56 15
Curva de fusidn de alta resolucién 55a95 - 1
s, segundos
100 77\
90 N
80
s 70
K
£ 60 AAoTT
£
o 50
=2
S 40
8
¢ 30
o
=]
T 20
10
0 - S S
70 71 72 73 74 75 76 77 78 79

Temperatura (°C)

Figura 6. Curva de fusién de alta resolucién del polimorfismo ¢.801-21 A>T. Gréfico
representativo de curva HRM posterior al PCRtr. En el eje “x” se grafica la temperatura (°C) y en
el eje “y” la fluorescencia normalizada. La deteccion de fluorescencia se realiza cada 0,1°C. Se
observan dos grupos con curvas caracteristicas, las azules corresponden a los homocigotos AA o

TT, y las verdes a heterocigotos AT.
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Con la curva HRM [Figura 6] se puede diferenciar entre homocigoto y heterocigoto, pero no
es posible discriminar el homocigoto. Debido a esto, se disefi6 un PCRtr alelo especifico para

poder realizar la genotipificacion de este SNP que se describe posteriormente.

Polimorfismo ¢.1066 A>G (rs3194051)
La reaccion de amplificacion utilizada se muestra en la Tabla 9.

Tabla 9. Protocolo de reaccion de la PCRtr-HRM para la genotipificacion del SNP ¢.1066

A>G.
Etapa Temperatura (°C) | Tiempo (s) | n° de ciclos
Activacion de polimerasa 95 120 1
Denaturacion 95 5 45
Hibridacion/Extension 55 20
Curva de fusidn de alta resolucién 55 a 95 - 1

s, segundos

La identificacion de cada genotipo se realizo con la curva HRM [Figura 7].

100

90

D
o

Fluorescencia Normalizada
w S (¥,
<> T <> Y )

N
o

ey
o

0
Figura 7. Curva de fusién de alta resolucién del polimorfismo ¢.1066 A>G. Gréfico

representativo de curva HRM posterior a PCRtr. En el eje “x” se grafica la temperatura (°C) y en
el eje “y” la fluorescencia normalizada. La deteccion de fluorescencia se realiza cada 0,1°C. Se
observan tres tipos de curvas caracteristicas, las azules corresponden al genotipo AA, las moradas

al genotipo GG vy las verdes a AG.
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PCRtr alelo especifico para la genotipificacion del SNP ¢.801-21 A>T (rs987106)

Con el programa Beacon designer (Premier Biosoft int.®), se disefiaron dos partidores
directos, uno para cada alelo (A'y T) y un partidor reverso [Tabla 10]. La mezcla de reaccion
se indica en la Tabla 11 y el protocolo de reaccion utilizado en el equipo ECO™ Real-Time
PCR System (lllumina®) se indica en la Tabla 12. Se realizan dos reacciones por cada

muestra, correspondiente al alelo Ay al alelo T.

Tabla 10. Partidores para PCRtr alelo especifico para genotipificacion del SNP ¢.801-21

A>T,
Partidor Secuencia (5" - 37) Tamafio de amplicon
Directo A CTGCCATTCACTTCATCTAT
Directo T CTGCCATTCACTTCATCTTT 94 pb
Reverso ATGTTCCAGAGTCTTCTTATG

pb, pares de bases. Partidores disefiados con programa Beacon designer (Premier Biosoft int.)

Tabla 11. Mezcla de reaccion para PCRtr alelo especifico para genotipificacion de ¢.801-

21 A>T.
Reactivo Concentracion inicial | Concentracion final | Volumen

Partidor directo (Ao T) 10 uM 0,2 uM 0,2 ul
Partidor reverso 10 uM 0,2 uM 0,2 ul
KAPA SYBR FAST 2X 1X 5ul
H20 - 2,6 ul

ADN genomico 5 ng/ul 10 ng total 2 ul
Total 10 i

Mezcla de reaccion para PCRtr alelo especifico utilizado para genotipificar el polimorfismo 801-
21 A>T. Para cada reaccion se utiliza un solo partidor directo, ya sea A o T, nunca en conjunto.
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Tabla 12. Protocolo de reaccion de la PCRtr alelo especifico para genotipificar el SNP

€.801-21 A>T.
Etapa Temperatura (°C) Tiempo (S) n° de ciclos
Activacion de polimerasa 95 180 1
Denaturacion 95 3
Hibridacion 61 15 45
Extension 72 3
Curva de fusion 55a95 - 1

s, segundos.

Para determinar el genotipo se utiliza el valor del ciclo umbral (cycle threshold, Ct) de cada
reaccion (partidor directo A y partidor directo T), los que varian segun el genotipo. El Ct para
las muestras heterocigotas (AT) son similares (A < 2); para las muestras homocigotas AA, el
valor de Ct con el partidor A es menor que el valor de Ct obtenido con el partidor T y en las
muestras homocigotas TT, el valor Ct obtenido con el partidor T es menor que el valor Ct

obtenido con el partidor A.

Expresion relativa del gen 117r

1. Extraccion de ARN total en muestras de sangre

Aproximadamente 6 ml de cada muestra sanguinea con EDTA se centrifugaron a 2000 rpm
por 5 minutos en centrifuga U-32R (BOECO®) y de la fraccion precipitada se transfirieron
dos alicuotas de 400 ul cada una a tubos microcentrifuga de 2 ml. Se adicion6 1 ml de reactivo
de TRIzol™ a cada tubo, y se siguid el protocolo de extraccion segun lo indicado por el
fabricante. Una vez obtenido el ARN total se cuantifico por espectrofotometria en el equipo
lector de microplacas EPOCH (BioTek®) y se realizo el tratamiento con DNasa utilizando
el kit TURBO DNA-free™ (Ambion®). Se volvié a cuantificar la concentracion de ARN y
se prepararon alicuotas de 2 pug de ARN total, para la transcripcion inversa que se realizd de

inmediato. Se guardaron alicuotas de respaldo a -80 °C.
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2. Transcripcién inversa

La transcripcion inversa se realizé con 2 pg de ARN total tratado con DNasa, 200 unidades
de la transcriptasa inversa del Virus Moloney de Leucemia Murina (RT-MMLYV, Promega®©)
y 26 pg/ml de partidores al azar (Random primers, Promega®©) en un volumen final de 25 pl.
Se siguio el protocolo indicado por el fabricante.

3. PCRtr para los genes TUBB e I17r
Para el célculo de la expresion relativa se utilizo TUBB como gen de referencia, cuya

expresion no varia durante una infeccion e inflamacion y para el cual ya habia partidores
publicados [Zhang y cols., 2005]. Para 117r se disefié un par de partidores [Tabla 13] con el
programa Beacon designer (Premier Biosoft int.®) basados en la secuencia descrita en
Genbank NM_002185.4. Las concentraciones de los reactivos se indican en las tablas 14 y
15 para los genes TUBB e I17r respectivamente. Los protocolos de reaccion utilizados en el
equipo ECO™ Real-Time PCR System (Illumina®) se indican en las tablas 16 y 17.

Tabla 13. Partidores para PCRtr para evaluar la expresion génica de 117r.

Gen Partidor Secuencia (5" - 37) Tamarnio de amplicén
TUBB Directo CTTCGGCCAGATCTTCAGAC 177 pb
Reverso AGAGAGTGGGTCAGCTGGAA
7r Directo CAGCAATGTATGAGATTA 142 ob
Reverso ATGGTTAGTAAGATAGGAT P

pb, pares de bases. Los partidores para el gen TUBB se sintetizaron a partir de las secuencias ya
descritas por Zhang y cols. (2005). Partidores para el gen 1l17r disefiados con programa Beacon
designer (Premier Biosoft int.®)
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Tabla 14. Mezcla de reaccion utilizada en la PCRtr para amplificar el gen de referencia

TUBB.

Reactivo Concentracion inicial Concentracion final | Volumen
Partidor directo 10 uM 0,3 uM 0,3 ul
Partidor reverso 10 uM 0,3 uM 0,3 ul

KAPA SYBR FAST 2X 1X 5 ul
H20 - - 2,4 pl

ADN genémico 5 ng/ul 10 ng total 2 ul
Total 10 pl

El Ct obtenido se utiliz6 para el célculo de expresion relativa de 117r.

Tabla 15. Mezcla de reaccion utilizada en la PCRtr para amplificar el gen 117r.

Reactivo Concentracion inicial Concentracion final | Volumen
Partidor directo 10 uM 0,2 uM 0,2 ul
Partidor reverso 10 uM 0,2 uM 0,2 ul

KAPA SYBR FAST 2X 1X 5 ul
H20 - - 2,6 pl

ADN genomico 5 ng/ul 10 ng total 2 ul
Total 10 ul

El Ct obtenido se utilizo para el calculo de la expresion relativa.

Tabla 16. Protocolo de reaccion la PCRtr para amplificar el gen de referencia TUBB.

Etapa Temperatura (°C) Tiempo (s) n° de ciclos
Activacion de polimerasa 95 180 1
Denaturacion 95 3
Hibridacion 60 15 45
Extension 72 3
Curva de fusion 55a95 - 1

s, segundos.
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Tabla 17. Protocolo de reaccion de la PCRtr para evaluar la expresion génica de 117r.

Etapa Temperatura (°C) Tiempo (S) n° de ciclos
Activacion de polimerasa 95 180 1
Denaturacion 95 3
Hibridacién 53 15 45
Extension 72 3
Curva de fusién 55a95 - 1

s, segundos.

4. Célculo de expresién relativa

La expresion relativa de 117r se calculd con la formula de 2022V [Pfaffl y cols., 2002],

utilizando como gen normalizador a TUBB.

Recuento Hematologico
De la muestra de sangre total con anticoagulante, se tomé una alicuota de 200 pl para el

hemograma, utilizando el equipo BCC-3000B Hematology Analyzer (DIRUI®).

Recuento de linfocitos CD127+
Se cuantificaron los linfocitos que expresan CD127 mediante citometria de flujo en muestras

sanguineas de adultos con NAC con agente detectado.

A partir del resultado obtenido en el recuento hematoldgico de sangre con anticoagulante, se
calculd el volumen necesario para hacer dos alicuotas con 10 x10° y 10 x10° de células
blancas. Las alicuotas se centrifugaron a 3500 rpm por 5 minutos, se elimino el sobrenadante
y se lavo con 500 pl de DPBS 1X a 3500 rpm por 5 minutos. Ambos tubos se resuspendieron
en 1 ml de DPBS 1X, agregandose 1 pl de tincion de viabilidad celular FSV 780 1/100 al
tubo de 10 x10° células. Se incubaron por 15 minutos a T° ambiente en oscuridad, y
posteriormente se hicieron dos lavados consecutivos con 2 ml de cPBS 1X (3500 rpm por 5
minutos) y se descart el sobrenadante. Al tubo de 10 x10° células se afiadieron 50 pl BD
Horizon Brilliant Stain Buffer y se completd a 1 ml con FBS y al de control celular sin tincién
(el de 10 x10° células), se agregaron 5 pl de BD Horizon Brilliant Stain Buffer y se
completaron 100 ul con FBS. En total se prepararon 4 tubos con 100 ul de células cada uno:

tres contenian células con tincion de vitalidad y uno sin la tincién. A uno de los tubos con
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tincion vital se le agregaron los anticuerpos CD127-BV421 (cod.562436) 1:200 dilucion final
y CD3-APC (co0d.555342) 1:5 dilucion final. Al segundo tubo con tincion vital se le
agregaron los controles de isotipo 1gG1k-BV421 (cod.562438) 1:200 dilucion final e
gG2ak-APC (cod.555576) 1:5 dilucion final. El tercer y cuarto tubo, con y sin tincién vital,
son controles por lo que no se agregaron anticuerpos. Posteriormente los tubos se incubaron
por 30 minutos a T° ambiente en oscuridad. Luego a cada tubo se agregaron 2 ml de solucién
de lisis BD FACS Lysing Solution 1X y se incubaron por 15 a 20 minutos en oscuridad.
Finalizada la incubacion se centrifugaron a 2500 rpm por 5 minutos, se elimin6 el
sobrenadante y se lavaron dos veces consecutivas con 1 ml de cPBS 1X a 2500 rpm por 5
minutos. Se elimino el sobrenadante, se resuspendieron en 200 ul de cPBS y se llevaron en
oscuridad hasta el servicio de Inmunologia del HCUCh, para las detecciones en el citometro
de flujo BD FACSCanto II.

Cuantificacion de sIL-7Ra en plasma

Se cuantifico la concentracion de sIL-7Ra en plasma obtenido por centrifugacion de la sangre
de adultos con NAC a 2000 rpm por 5 minutos. Se utilizo el ensayo inmunoenzimatico
Human IL-7 alpha ELISA (RayBiotech®) con 100 ul de las muestras de plasma diluidas 1/10

con el diluyente de ensayo, segun el protocolo indicado por el fabricante.

Cuantificacion de IL-7 en plasma
Se cuantifico la concentracion de IL-7 en 25 ul de plasma con el kit multiplex, panel de

MILLIPLEX MAP de esferas magnéticas para Citoquinas y Quimioquinas Humanas,
HCYTOMAG-60K (Human Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel MILLIPLEX,
MERCK®) en el equipo MAGPIX® (Luminex®), segun el protocolo indicado por el

fabricante.
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Andlisis estadistico

Las variables cualitativas se describieron como proporciones y porcentajes, y las
cuantitativas como medianas y el rango Inter-cuartilico. Las frecuencias alélicas, genotipicas
y de haplotipos se analizaron con el programa Unphased [Dudbridge F, 2003].

Para evaluar la distribucion normal en los grupos con n > 30 se utilizaron las pruebas de
Anderson-Darling y Shapiro-Wilk en el programa Prisma 8 (GraphPad Software®©). Para las
variables cuantitativas no paramétricas se utilizé la prueba de Mann-Whitney y para las
variables cualitativas se utilizd chi cuadrado en el programa Prisma 8 (GraphPad Software®©).
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RESULTADOS.

Caracteristicas demograficas de adultos con neumonia adquirida en la comunidad
estudiados

Las caracteristicas de los 202 adultos hospitalizados con NAC se describen en las Tablas 18
y 19. La mediana de edad fue 73 afios (RIQ: 60-84) en el total de adultos enrolados. Al
subdividirlo por edad, en el grupo < 65 afios, la mediana fue de 52 afios y en los > 65 afios
fue 79 afios. En este Gltimo grupo prevalecid la presencia de hipertension arterial (HTA),
insuficiencia cardiaca y enfermedades neuroldgicas. Segun los puntajes clinicos de
clasificacion de gravedad, la proporcion de casos graves fue mayor en el grupo > 65 (67%
segun PSI y 46% segiin CURB-65) que en el grupo < 65 afios (55% segun PSI'y 80% segln
CURB-65). El porcentaje de casos moderados segun PSI fue similar entre ambos grupos
etarios; en cambio, por CURB-65 fue mayor en el grupo > 65 afios (35%). Comparando la
evolucion de la NAC, en los adultos > 65 anos el 63% requirié oxigenoterapia vs 47% en <
65 afios y un 22% fallecié dentro de los 30 dias posterior a la enfermedad vs un 2% en < 65
afios. Sin embargo, solo el 17% del grupo > 65 anos ingreso a UCI en contraste al 33% de
<65 afios. Comparando los datos clinicos segun sexo, se observa en las mujeres respecto a
los hombres, una proporcidn significativamente superior de asmaticas (13% vs 5%), y menor

de casos graves segun PSI (48% vs 61%).
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Tabla 18. Caracteristicas demogréficas de adultos con neumonia adquirida en la

comunidad estudiados, Santiago, 2017-2019.

Variables Total < 65 afios > 65 afios p Mujer Hombre p
n° casos 202 64 (32%) 138 (68%) - 100 102 -
g Edad (afios) 73 (60-84) 54 (48-60) 79(72-86)  <0,0001 | 74 (61-84) 70 (60-81) 0,21
= < 65 afios 64/202 (32%) - - - 28/100 (28%) 36/102 (35%) 0,26
=) Mujer 100/202 (49%) | 28/64 (44%)  72/138 (52%) 0,26 - - -
£ Hombre 102/202 (51%) | 36/64 (56%)  66/138 (48%) 0,26 - - -
a Dias de evolucion 5 (3-7) 6 (4-7) 5 (3-7) 0,02 5 (3-7) 5 (3-7) 0,56
< 7 dias 123/200 (62%) | 32/64 (50%) 91/136 (67%) 0,02 61/100 (61%) 62/100 (62%) 0,88
Comorbilidades 162/200 (81%) | 44/63 (70%) 118/137 (86%) 0,006 | 82/99 (83%) 80/101 (79%) 0,51
HTA 84/199 (42%) | 16/62 (26%) 68/137 (50%) 0,002 | 44/99 (44%)  40/100 (40%) 0,53
@ Diabetes 64/201 (32%) | 21/64 (33%)  43/137 (32%) 0,84 28/99 (29%) 36/102 (35%) 0,29
8 Asma 18/202 (9%) | 7/64 (11%)  11/138 (8%) 0,49 | 13/100 (13%) 5/102 (5%) 0,04
= EPOC 51/202 (25%) | 13/64 (20%)  38/138 (28%) 0,27 27/100 (27%) 24/102 (24%) 0,57
%’ Insuficiencia Cardiaca 37/202 (18%) | 6/64 (9%) 31/138 (22%) 0,03 19/100 (19%) 18/102 (18%) 0,80
g Dafio Hepético 71202 (3%) 0/64 (0%) 7/138 (5%) 0,07 4/100 (4%)  3/102 (3%) 0,68
© Insuficiencia Renal 18/201 (9%) | 6/64 (9%)  12/137 (9%) 0,89 7/99 (7%)  11/102 (11%) 0,36
Neoplasia 12/201 (6%) | 5/63 (8%) 7/138 (5%) 0,43 4/99 (4%) 8/102 (8%) 0,26
Enfermedad Neuroldgica 34/200 (17%) | 4/63 (6%)  30/137 (22%) 0,006 | 19/99 (19%) 15/101 (15%) 0,41
I Con deteccidn de agentes 123/202 (61%) | 37/64 (58%) 86/138 (62%) 0,54 65/100 (65%) 58/102 (57%) 0,24
£ Virus 68/123 (55%) | 19/37 (51%)  49/86 (57%) 0,56 | 36/65(55%) 32/58 (55%) 0,98
% Bacterias 32/123 (26%) | 11/37 (30%)  21/86 (24%) 0,54 18/65 (28%)  14/58 (24%) 0,65
Mixto 23/123 (19%) | 7/37 (19%) 16/86 (19%) 0,97 11/65 (17%)  12/58 (21%) 0,59
HTA, hipertension arterial; EPOC, enfermedad pulmonar crénica obstructiva. El valor p para las variables
cuantitativas se obtuvo con la prueba estadistica de Mann-Whitney, el resultado se expresa en la mediana con su
rango intercuartil entre parentesis, para las variables cualitativas se utiliz6 la prueba de chi cuadrado, el valor se
expresa en proporcién y porcentaje. Los analisis estadisticos se realizaron en el programa Prisma 8 (GraphPad
Software®©).
Tabla 19. Caracteristicas clinicas de adultos con neumonia adquirida en la comunidad
estudiados, Santiago, 2017-2019.
Variables Total < 65 afos > 65 afios p Mujer Hombre p
3 Clasificacion PSI
g Grupo 1y Il 48/202 (24%) | 35/64 (55%)  13/138 (9%) < 0,0001 | 30/100 (30%) 18/102 (18%) 0,04
s Grupo 11 441202 (22%) |11/64 (17%) 33/138 (24%) 0,28 | 22/100 (22%) 22/102 (22%) 0,94
© Grupo IVy V 110/202 (54%) | 18/64 (28%) 92/138 (67%) < 0,0001 | 48/100 (48%) 62/102 (61%) 0,07
= Clasificacion CURB-65
S Grupo | 771202 (38%) | 51/64 (80%) 26/138 (19%) < 0,0001 | 35/100 (35%) 42/102 (55%) 0,37
£ Grupo 11 57/202 (28%) | 8/64 (12%)  49/138 (35%)  0,0007 | 27/200 (7%) 30/102 (29%) 0,70
O Grupo 11 68/202 (34%) | 5/64 (8%)  63/138 (46%) < 0,0001 | 38/100 (38%) 30/102 (29%) 0,20
S Requerimiento de Oxigenoterapia | 117/202 (58%) | 30/64 (47%) 87/138 (63%%) 0,03 | 59/100 (59%) 58/102 (57%) 0,76
= Ingreso a Intermedio/UCI 45/202 (22%) |21/64 (33%) 24/138 (17%) 0,01 | 25/100 (25%) 20/102 (20%) 0,36
§ Mortalidad hasta 30 dias post alta | 32/197 (16%) | 2/62 (3%)  30/135(22%)  0,0008 | 18/99 (18%) 14/98 (14%) 0,46
w Evolucion grave 69/197 (35%) | 20/62 (32%)  49/135 (36%) 0,58 | 39/99 (39%)  30/98 (31%) 0,20

PSI, siglas en inglés de indice de gravedad de neumonia; CURB-65, siglas en inglés de las cinco caracteristicas
de riesgo que utiliza este indice; BUN, Blood urea nitrogen (trd-esp. nitrogeno ureico en sangre); PA, presion
arterial; evolucién grave corresponde a pacientes que ingresaron a UCI y/o fallecieron. El valor p se obtuvo con
la prueba de chi cuadrado, el resultado esta expresado en proporcién y porcentaje. Los calculos se realizaron en el
programa Prisma 8 (GraphPad Software®©).
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Objetivo especifico 1: Caracterizar los genotipos de los polimorfismos c.731 C>T, ¢.801-
21 A>T y c.1066 A>G del gen 117r con PCRtr en ADNg obtenido de muestras sanguineas
sisttmica de adultos con NAC y evaluar diferencias segun datos demogréficos,
comorbilidades, y gravedad clinica.

Se determinaron las frecuencias alélicas y genotipicas de cada uno de los SNPs obtenidas en
el estudio en los 202 adultos con NAC enrolados, para determinar si se asocian con la
gravedad de la NAC y/o su evolucion.

SNP ¢.731 C>T en adultos con NAC
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Figura 8. Frecuencia alélica del polimorfismo ¢.731 C>T. Frecuencia alélica (%) del
polimorfismo ¢.731 C>T en el gen I17r en 202 adultos con NAC segun datos demogréaficos (A),
detecciéon de agente (B), comorbilidades (C), clasificacion de gravedad (D) y evolucién de la
enfermedad (E). El valor de p se calculé usando la prueba del indice de probabilidad de Chi
cuadrado para la frecuencia en cada grupo en el programa Unphased. (*) p <0,05; (**) p <0,01.
HTA: hipertension arterial; EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica; PSI: indice de
gravedad de neumonia; O,: oxigenoterapia; UCI: unidad de cuidados intensivos.

En el analisis de frecuencia alélica del polimorfismo c.731 C>T segln datos demograficos
[Figura 8A], se encontré una mayor frecuencia del alelo C en adultos > 65 afios que en < 65
afios (p=0,003), lo que se mantuvo entre los hombres (p=0,002), pero no en mujeres. Las
frecuencias fueron similares entre ambos sexos (p>0,05), entre los distintos agentes
detectados [Figura 8B], en las comorbilidades asociadas [Figura 8C] y por evolucion [Figura
8E] (p>0,05). Se observo diferencia en la clasificacion de gravedad segun CURB-65, donde
el alelo C es mas frecuente en adultos con NAC clasificados como graves respecto a los
clasificados como no graves (p=0,02) y como moderados (p=0,04), pero no se detectd

diferencia segun PSI [Figura 8D].
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Figura 9. Frecuencia genotipica del polimorfismo ¢.731 C>T. Frecuencia (%) genotipica del
polimorfismo ¢.731 C>T en el gen I17r en 202 adultos con NAC segun datos demogréaficos (A),
deteccion de agente (B), comorbilidades (C), clasificacion de gravedad (D) y evolucion de la
enfermedad (E). El valor de p se calcul6 usando la prueba del indice de probabilidad de Chi
cuadrado para la frecuencia en cada grupo en el programa Unphased. (*) p <0,05; (**) p <0,01;
(***) p <0,001.

HTA: hipertension arterial; EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica; PSI: indice de
gravedad de neumonia; O,: oxigenoterapia; UCI: unidad de cuidados intensivos.

En el analisis de la frecuencia genotipica de c.731 C>T se observo diferencia
estadisticamente significativa segun edad, siendo mas frecuente el genotipo CC en >65 afios
(p=0,01) y el genotipo TT en <65 anos (p=0,04). En hombres >65 afios fue mas frecuente el
genotipo CC (p=0,0009), mientras que en hombres <65 afios es mas frecuente el genotipo
CT (p=0,01). Hay diferencia estadisticamente significativa segin sexo solo en <65 afios,
siendo en mujeres mas frecuente el genotipo CC que en hombres (p=0,03) [Figura 9A]. La
frecuencia genotipica de ¢.731 C>T muestra que el genotipo CC fue més frecuente entre los
casos graves que en los no graves segun CURB-65 (p=0,03), pero no en los clasificados por

PSI. No hubo diferencia estadisticamente significativa segin la deteccidn de agente [Figura
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9B], segun comorbilidades asociadas [Figura 9C y D] y segln la evolucién de los adultos
con NAC [Figura 9F].

SNP ¢.801-21 A>T en adultos con NAC
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Figura 10. Frecuencia alélica del polimorfismo ¢.801-21 A>T. Frecuencia (%) alélica del
polimorfismo ¢.801-21 A>T en el gen I17r en 202 adultos con NAC segun datos demograficos
(A), deteccion de agente (B), comorbilidades (C), clasificacion de gravedad (D) y evolucidn de la
enfermedad (E). El valor de p se calculé usando la prueba del indice de probabilidad de Chi
cuadrado para la frecuencia en cada grupo en el programa Unphased. (*) p <0,05.
HTA: hipertension arterial; EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva cronica; PSI: indice de
gravedad de neumonia; O,: oxigenoterapia; UCI: unidad de cuidados intensivos.
En el andlisis de frecuencia alélica del polimorfismo ¢.801-21 A>T segun datos demograficos
[Figura 10A], se observo una mayor frecuencia del alelo A en adultos >65 afnos que en <65
afios (p=0,04), lo que se mantuvo entre los hombres (p=0,02), pero no entre las mujeres. Las
frecuencias fueron similares entre ambos sexos, por agente detectado [Figura 10B] y por
gravedad definida con ambas escalas prondsticas [Figura 10D] (p>0,05). Segin comorbilidad
asociada, es mas frecuente el alelo A en pacientes con dafio hepatico que en los sin este dafio
(p=0,03) [Figura 10C]. Segun la evolucion, se observd mayor frecuencia del alelo A en

adultos que no ingresaron a UCI respecto a los que si ingresaron (p=0,01) [Figura 10E].
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Figura 11. Frecuencia genotipica del polimorfismo ¢.801-21 A>T. Frecuencia (%) genotipica
del polimorfismo ¢.801-21 A>T en el gen 117r en 202 adultos con NAC segun datos demograficos
(A), deteccion de agente (B), comorbilidades (C), clasificacion de gravedad (D) y evolucion de la
enfermedad (E). El valor de p se calcul6 usando la prueba del indice de probabilidad de Chi
cuadrado para la frecuencia en cada grupo en el programa Unphased. (*) p <0,05; (**) p <0,01;
(***) p <0,001.

HTA: hipertension arterial; EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica; PSI: indice de
gravedad de neumonia; O,: oxigenoterapia; UCI: unidad de cuidados intensivos.

En el andlisis de la frecuencia genotipica de ¢.801-21 A>T, el genotipo AA se detecto con
mayor frecuencia en las mujeres <65 anos que en >65 afios (p=0,03), mientras que entre los
hombres fue mas frecuente en >65 afios (p=0,02) [Figura 11A]. Segun la clasificacion de
gravedad por PSI, el genotipo AT es mas frecuente en los casos moderados que no graves
(p=0,0007) y graves (p=0,003), mientras que el genotipo TT es mas frecuente en adultos
graves y no graves que en moderados (p=0,01 y p=0,006, respectivamente) [Figura 11E].
También este genotipo TT fue mas frecuente en adultos que ingresaron a UCI respecto a los

que no ingresaron (p=0,01) [Figura 11F]. No hubo diferencia estadisticamente significativa
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segun la deteccion de agente [Figura 11B] ni segin comorbilidades asociadas [Figura 11C y
D].

SNP ¢.1066 A>G en adultos con NAC
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Figura 12. Frecuencia alélica del polimorfismo ¢.1066 A>G. Frecuencia (%) alélica del
polimorfismo ¢.1066 A>G en el gen 117r en 202 adultos con NAC segln datos demograficos (A),
detecciéon de agente (B), comorbilidades (C), clasificacion de gravedad (D) y evolucion de la
enfermedad (E). El valor de p se calculé usando la prueba del indice de probabilidad de Chi
cuadrado para la frecuencia en cada grupo en el programa Unphased. (*) p <0,05; (***) p <0,001.
HTA: hipertension arterial; EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica; PSI: indice de
gravedad de neumonia; O,: oxigenoterapia; UCI: unidad de cuidados intensivos.
En el anélisis de la frecuencia alélica del polimorfismo ¢.1066 A>G no se detectaron
diferencias en las comparaciones por datos demograficos [Figura 12A], segun deteccion de
agente [Figura 12B] ni clasificacion de gravedad por PSI y CURB-65 [Figura 12D]. En el
analisis de la frecuencia alélica segiin comorbilidad se observa mayor frecuencia del alelo G
en adultos con enfermedad neuroldgica (p=0,03) [Figura 12C] y segun evolucién en los

pacientes que ingresaron a UCI frente a los que no ingresaron (p=0,0002) [Figura 12E].
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Figura 13. Frecuencia genotipica del polimorfismo ¢.1066 A>G. Frecuencia (%) genotipica del
polimorfismo ¢.1066 A>G en el gen I17r en 202 adultos con NAC segln datos demogréaficos (A),
deteccion de agente (B), comorbilidades (C), clasificacion de gravedad (D) y evolucion de la
enfermedad (E). El valor de p se calculé usando la prueba del indice de probabilidad de Chi cuadrado
para la frecuencia en cada grupo en el programa Unphased. (*) p <0,05; (**) p <0,01.

HTA: hipertension arterial; EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica; PSI: indice de
gravedad de neumonia; O2: oxigenoterapia; UCI: unidad de cuidados intensivos.

En el andlisis de las frecuencias genotipicas del polimorfismo ¢.1066 A>G no hay diferencia
segun los datos demograficos analizados [Figura 13A], deteccion de agente [Figura 13B], ni
gravedad por PSI [Figura 13E]; sin embargo, el genotipo GG es mas frecuente en adultos
clasificados como graves respecto a los no graves por CURB-65 (p=0,03) [Figura 13E] y en
fallecidos respecto a los que sobreviven (p=0,02) [Figura 13F]. También fue mas frecuente,
junto con el genotipo AG, en los enfermos que ingresaron a UCI (p<0,02). El genotipo AA
fue mas frecuente en los que no ingresaron a UCI (p=0,001) [Figura 13] y en los pacientes
sin enfermedad neuroldgica comparado con los que tienen enfermedad neurolégica (p=0,04)
[Figura 13D].
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haplotipos de los SNPs en adultos con NAC

En la tabla 19 se muestran todos los haplotipos alélicos y genotipicos que presentaron
diferencia estadisticamente significativa en los grupos analizados con sus respectivas
frecuencias y valor de p.

Tabla 20. Haplotipos de I17r en adultos con NAC.

SNPs
¢.801-21 Frecuencia
c.731 C>T ' AST c.1066 A>G  Grupos (n haplotipo/ Valor p
n total haplotipo)
Alelos
C A A > 65 afios 54.4% (150/276) 0.04
< 65 afios 43.8% (56/128)
Ingresan a UCI 40.0% (36/90) 0.01
No ingresan a UCI 54.1% (170/314)
Con dafio hepético 78.6% (11/14) 0.03
Sin dafio hepatico 50.0% (195/390)
Hombres > 65 afios 54.6% (72/132) 0.01
Hombres < 65 afios 37.5% (27/72)
C T A Fallecidos 3.1% (2/64) 0.001
Sobreviven 0% (0/330)
Con insuficiencia cardiaca 2.7% (2/74) 0.002
Sin insuficiencia cardiaca 0% (0/330)
Con enfermedad neurolégica 2.9% (2/68) 0.001
Sin enfermedad neurolégica 0% (0/332)
C T G Ingresan a UCI 28.9% (26/90) 0.0002
No ingresan a UCI 12.7% (40/314)
Con enfermedad neuroldgica 25.0% (17/68) 0.03
Sin enfermedad neurol6gica 14.8% (49/332)
T T A < 65 afios 42.2% (54/128) 0.003
> 65 afios 27.5% (76/276)
Leve por CURB-65 36.4% (56/154) 0.02
Grave por CURB-65 24.3% (33/136)
Hombres < 65 afios 48.6% (35/72) 0.002
Hombres > 65 afios 27.3% (36/132)
Genotipos
c/ic A/A A/A Hombres > 65 afios 31.8% (21/66) 0.02
Hombres < 65 afios 11.1% (4/36)
Mujeres < 65 afios 32.1% (9/28) 0.03
Hombres < 65 afios 11.1% (4/36)
c/c AT AIG < 7 dias de evolucion 22.0% (27/123) 0.03
> 7 dias de evolucion 10.4% (8/77)
Con enfermedad neurolégica 32.4% (11/34) 0.02
Sin enfermedad neurolégica 15.7% (26/166)
c/c T/T G/G Graves por CURB-65 5.9% (4/68) 0.03
Leves por CURB-65 0% (0/77)
Ingresan a UCI 8.9% (4/45) 0.008
No ingresan a UCI 1.3% (2/157)
Fallecidos 9.4% (3/32) 0.02
Sobreviven 1.8% (3/165)
(o7} T/T AIG Ingresan a UCI 17.8% (8/45) 0.01
No ingresan a UCI 5.7% (9/157)
Hombres < 65 afios 13.9% (5/36) 0.03
Hombres > 65 afios 3.0% (2/66)
T/T T/T AIA < 65 afios 20.3% (13/64) 0.04
> 65 afios 10.1% (14/138)

UCI, unidad de cuidados intensivos; CURB-65, siglas en inglés de las cinco caracteristicas de riesgo que utiliza este
indice; BUN, Blood urea nitrogen (trd-esp. nitrogeno ureico en sangre); PA, presion arterial. El valor de p se calcul6
usando la prueba del indice de probabilidad de Chi cuadrado para la frecuencia en cada grupo en el programa Unphased.
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Ciertos haplotipos se relacionaron con la edad, el sexo, las comorbilidades, la clasificacion
de gravedad y evolucion de la NAC. En los fallecidos fueron més frecuentes los haplotipos
CTA (p=0,001) y CC/TT/GG (p=0,02), y en los pacientes que ingresaron a UCI, fueron mas
frecuentes los haplotipos CTG (p=0,0002), CT/TT/AG (p=0,01) y CC/TT/GG (p=0,008).
Este ultimo también fue més frecuente en los casos graves segin CURB-65 (p=0,03. Por el
contrario, en quienes no ingresaron a UCI, fue méas frecuente el haplotipo CAA que en
quienes si ingresaron (p=0,01).
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Objetivo especifico 2: Comparar la expresion relativa del gen 117r en sangre de adultos
con NAC mediante PCRtr segun datos demogréficos, comorbilidades, y gravedad
clinica.

= * =
1 g
% 10 g s
& 84 &, 6
£ S
Z 6 z
4 4
° 1 ¢ < aq
3 4 A =
) : {
$ 2 S 27 *
o i 1 2 I
1%
% 0 I 1 1 1 I 1 1 1 § 0 T T T T
2 n 62 67 48 8 21 46 27 35 8 n 88 71 a1 20 10
& e P & & L L & N
SIRCF I AR R T 4 i & @ Sl
S S © © © o © 2 @ N 3
o N} S [ S S <
v A 2 A v ) (\?‘ (\?‘ X
& & & & 2 oy Sl
¢ F & &
@0 Ay \2\0 \2‘0
6 %k %k
54
4

N W
1.1
—a—
—_—
”
Lo

Veces de cambio ARNm [27(-AACt)]

> O 4% ) >
Gl A . : 2 Y
FIFTITITETLTEFF ST EFFFFITITFTFTSS
FE T FFTIE PP o P ©
& & & N o 2} o WO 0 N Q& Q'
SN o & & E LSS S
N N N Qo Qo o o (s‘\ ({\ ’
o P 2 F O 'QQ/ (fo
N

[44]



D) *ok E)
yY 1
*
g — §
2 6—- 2 81 *
< 54 <
&7 2 6
S 41 o >
© b Y @
< 34 < 4
o o
% A [ 2 1
© © } ®
o 14 H [}
kel - 1 ° I
0 . 12} L
S 0 T T T T T T § 0 T T T T T T T
S ", 39 33 57 60 40 29 € n 79 49 65 64 107 22 112 13
IORNIRPRN T o0 O O S L
N N N Q N\ o o O O NS
S o 3§ & & v F F O @ > & L
N ] Q Q& 2 < N (O S W N
D N & Y Q& A0 A > B (2D
< 2 O N2 3 ¢ ° & & P
RT4C & o AR SIS
/\b /\6 o\(\ &
L T <>

Figura 14. Expresion relativa del gen 117r en adultos con NAC. Andlisis de la expresion relativa
del gen 117r en 129 adultos con NAC segun datos demogréficos (A), deteccion de agente (B),
comorbilidades (C), clasificacion de gravedad (D) y evolucion de la enfermedad (E). Los datos
estan representados con la mediana y el 95% de intervalo de confianza. El valor de p se obtuvo
con la prueba estadistica de Mann-Whitney. (*) p <0,05; (**) p <0,01.
HTA: hipertension arterial; EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva cronica; PSI: indice de
gravedad de neumonia; O,: oxigenoterapia; UCI: unidad de cuidados intensivos.
El anélisis de expresion relativa de 117r se realizd en 129 adultos enrolados, detectandose 3,9
veces mayor expresion entre los sobrevivientes respecto a los que fallecieron (p=0,01)
[Figura 14E]; 2,3 veces mas expresado en no graves respecto a moderados clasificados por
PSI (p=0,03) y 3,7 veces respecto a graves (p=0,009) [Figura 14D]; 3,8 veces mas expresado
en hombres que en mujeres >65 anos (p=0,02) [Figura 14A]; 5,5 méas expresado en adultos
sin EPOC respecto a los que tienen esta enfermedad (p=0,002) [Figura 14C]. No se
observaron cambios significativos en la expresion relativa del gen segln el agente detectado

(p>0,05) [Figura 14B].
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Objetivo especifico 3: Relacionar la proporcion de linfocitos sanguineos que expresan
IL-7R determinada por citometria de flujo con gravedad clinica, datos demogréaficos y
comorbilidades de adultos con NAC.
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Figura 15. Recuento linfocitario en adultos con NAC. Analisis del recuento de linfocitos (CD3+)
en sangre venosa periférica de 68 adultos con NAC segln datos demograficos (A), deteccion de
agente (B), comorbilidades (C), clasificacion de gravedad (D) y evolucion de la enfermedad (E).
Los datos estan representados con la mediana y el 95% de intervalo de confianza. El valor de p se
obtuvo con la prueba estadistica de Mann-Whitney. (*) p <0,05; (**) p <0,01.
HTA: hipertension arterial; EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crdnica; PSI: indice de
gravedad de neumonia; O,: oxigenoterapia; UCI: unidad de cuidados intensivos.
El porcentaje de linfocitos CD3+ [Figura 15A] esta disminuido en adultos >65 afios respecto
al grupo <65 afnos (41,3% vs 54,3%; p=0,03), diferencia que se mantiene en las mujeres
segun grupo etario (45,1% vs 62,9%; p=0,007), pero no en hombres. Asi mismo, la
proporcidn es menor en los casos moderados (41,9%) y graves (39,9%) respecto a los leves
(59%) segun PSI (p<0,004) [Figura 15D]. La proporcion fue similar por agente detectado
[Figura 15B], comorbilidades asociadas [Figura 15C], evolucién [Figura 15E] y gravedad

segun la clasificacion por CURB-65 [Figura 15D].
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Figura 16. Recuento de linfocitos con IL-7R de membrana en adultos con NAC. Anélisis del
recuento de linfocitos (CD3+) con expresion del IL-7R de membrana (CD127+) en sangre venosa
periférica de 68 adultos con NAC segun datos demogréficos (A), deteccion de agente (B),
comorbilidades (C), clasificacion de gravedad (D) y evolucion de la enfermedad (E). Los datos
estan representados con la mediana y el 95% de intervalo de confianza. El valor de p se obtuvo
con la prueba estadistica de Mann-Whitney. (*) p <0,05; (**) p <0,01; (***) p <0,001.

HTA: hipertension arterial; EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crdnica; PSI: indice de
gravedad de neumonia; O,: oxigenoterapia; UCI: unidad de cuidados intensivos.

Por otro lado, se analizé la proporcidon de linfocitos que expresaban CD127 en su membrana
(CD3+CD127+). EIl porcentaje de estos linfocitos estd disminuido en adultos >65 afios
respecto a <65 afios (25,4% vs 39,4%; p=0,0009), en mujeres >65 afios respecto a las <65
afios (24,8% vs 47,6%; p<0,0001), en hombres que en mujeres <65 afios (36% vs 47,6%;
p=0,03) [Figura 16A]. También es menor la proporcion en los casos moderados (31,8%) y
graves (25,6%), respecto a los leves (49,1%) por PSI (p<0,004) y en los graves (25%)
respecto a no graves (36,4%) por CURB-65 (p=0,02) [Figura 16D].

Las proporciones fueron similares segin el tipo de agente detectado [Figura 16B],

comorbilidades asociadas [Figura 16C] y evolucion [Figura 16E].
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Objetivo especifico 4: Comparar la concentracion plasmatica de IL-7Rs e IL-7
determinada por inmunoensayos, segun datos demogréaficos, comorbilidades, y
gravedad de adultos con NAC.

IL-7Rs en adultos con NAC
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Figura 17. Concentracion plasméatica de IL-7Rs en adultos con NAC. Andlisis de la
concentracion plasmatica del receptor soluble de IL-7R (IL-7Rs) en 153 adultos con NAC segun
datos demograficos (A), deteccion de agente (B), comorbilidades (C), clasificacion de gravedad
(D) y evolucion de la enfermedad (E). Los datos estan representados con la mediana y el 95% de
intervalo de confianza. El valor de p se obtuvo con la prueba estadistica de Mann-Whitney. (*) p
<0,05; (**) p <0,01; (***) p <0,001.
HTA: hipertension arterial; EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva cronica; PSI: indice de
gravedad de neumonia; O,: oxigenoterapia; UCI: unidad de cuidados intensivos.
La concentracion plasmatica del receptor soluble de IL-7 es mayor en adultos que fallecieron
(30,41 ng/ml) respecto a los que sobreviven a la NAC (20,9 ng/ml; p=0,0003) [Figura 17E];
en los casos moderados (22,41 ng/ml) y graves (25,76 ng/ml) respecto a los leves (17,18
ng/ml; p<0,006) segun PSI, y en los graves (27,96 ng/ml) sobre los moderados (17,55 ng/ml)
y leves (21,63ng/ml) segin CURB-65 (p<0,01) [Figura 17D]. También fue superior en
adultos >65 afios que en <65 afios (24,63 ng/ml vs 17,52 ng/ml; p=0,001) [Figura 17A],
manteniéndose esta diferencia entre las mujeres (25,46 ng/ml vs 17,52 ng/ml; p=0,02) y los
hombres (23,63 ng/ml vs 17,1 ng/ml; p=0,01). Las concentraciones fueron similares por
agente detectado [Figura 17B] y por comorbilidades [Figura 17C]. En el andlisis respecto a
la evolucion de la NAC se observa una disminucion de la proteina soluble en adultos con
evolucion >7 dias (19,45 ng/ml) respecto a los que tienen evolucion <7 dias (23,87 ng/ml,;
p=0,03). En el andlisis de area bajo la curva de IL-7Rs en fallecidos se obtuvo un valor de

0,71 (95% IC: 0,60-0,81).
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IL-7 en adultos con NAC
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Figura 18. Concentracion de IL-7 plasmatico en adultos con NAC. Andlisis de la concentracion
de IL-7 en plasma de 169 adultos con NAC segun datos demograficos (A), deteccion de agente
(B), comorbilidades (C), clasificacion de gravedad (D) y evolucién de la enfermedad (E). Los
datos estan representados con la mediana y el 95% de intervalo de confianza. El valor de p se
obtuvo con la prueba estadistica de Mann-Whitney. (*) p <0,05; (**) p <0,01.
HTA: hipertension arterial; EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica; PSI: indice de
gravedad de neumonia; Oz: oxigenoterapia; UCI: unidad de cuidados intensivos.
La concentracion plasmatica de IL-7 fue menor en mujeres >65 afios que en <65 afios (4,02
pg/ml vs 5,39 pg/ml; p=0,03) [Figura 18A], en los casos bacterianos (3,69 pg/ml) respecto a
los virales (5,39 pg/ml; p=0,01) [Figura 18B], en quienes recibieron oxigenoterapia (4,36
pg/ml) respecto a los que no requirieron (5,39 pg/ml; p=0,03) y en los pacientes que
ingresaron a UCI (3,36 pg/ml) respecto a los que no ingresaron (5,39 pg/ml; p=0,002) [Figura
18E]. Por el contrario, el nivel de IL-7 estaba aumentado en adultos con asma (8,2 pg/ml)
respecto a los que no presentan asma (4,7 pg/ml; p=0,008) [Figura 18C]. La concentracion

fue similar por gravedad con ambas escalas pronosticas [Figura 18D].
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DISCUSION

La neumonia adquirida en la comunidad es considerada un problema de salud pablica por su
alta demanda en recursos de salud, alta morbilidad y mortalidad en la poblacion adulta
[Pefafiel y cols., 2003; Mandell y cols., 2007; Blanquer y cols., 2010; MINSAL, Gob de
Chile, 2011]. Debido a las distintas condiciones y evolucion que presentan los pacientes con
NAC, se han disefiado escalas clinicas para clasificar y predecir el riesgo de mortalidad de
cada paciente y mejorar el manejo clinico, pero estas escalas pronésticas tienen limitaciones,
y cometen errores. Esto Gltimo se observé en este trabajo, donde 8 pacientes clasificados
como leves por PSI y 13 por CURB-65 requirieron de tratamientos intensivos (ingreso a
UCI), dos pacientes clasificados como leves por CURB-65 tuvieron desenlace fatal.

Por lo anteriormente mencionado, esta tesis busca aportar nueva informacién de utilidad
cientifica y clinica sobre la patogenia de la neumonia adquirida en la comunidad, con el
propdsito de generar nuevos parametros que guien un tratamiento adecuado y disminuyan la
mortalidad de la NAC, proponiendo un posible nuevo biomarcador que prediga la evolucion

de los pacientes al inicio de enfermedad.

En este estudio, destaca IL-7Rs como un potencial biomarcador para evaluar la evolucion de
la NAC, puesto que sus niveles plasmaticos se asociaron directamente con la mortalidad,
gravedad y edad, entregando el primer antecedente de la importancia que tiene esta via de
sefializacion en la patogenia de la NAC. El aumento de la concentracion plasmatica de IL-
7Rs observado en >65 afios podria estar relacionado con una menor respuesta del eje IL-7/IL-
7R, lo que se traduce en una menor respuesta linfocitaria inmunoldgica, concordando con la
inhibicion del eje mencionado en otras enfermedades infecciosas como lo observado en
infeccion por VIH [Guzman-Fulgencio y cols. 2015]. Asi mismo el area bajo la curva para
los niveles plasmaticos de IL-7Rs en fallecidos, fue similar al de las escalas clinicas
estudiadas (0,71 (95% IC: 0,60-0,81)). Siendo, IL-7Rs un buen candidato como biomarcador
para predecir el riesgo de muerte en NAC, es necesario profundizar en su relacién con la

NAC y determinar los niveles de riesgo de desarrollar una enfermedad grave.
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Otros pardmetros del eje IL-7/IL-7R en adultos con NAC evaluados en esta tesis incluyeron
tres polimorfismos de un nucledtido del gen I17r, determinandose una asociacion entre estos
polimorfismos y la evolucion de la NAC, dado que el genotipo TT del SNP ¢.801-21 A>T,y
AG y GG de c.1066 A>G fueron mas frecuentes en adultos que ingresaron a UCI vy el
genotipo GG de este Ultimo SNP fue més frecuente en personas que posteriormente murieron.
El efecto de los polimorfismos en la gravedad de la enfermedad se podria explicar con la
asociacion que se determing entre ciertos genotipos y la variacién en la concentracion de IL-
7Rs. Los genotipos CC (c.731C>T), AA (c.801-21 A>T) y GG (c.1066 A>G) tuvieron
elevada concentracion plasmatica de IL-7Rs [Figura 1 Anexo], esta asociacion puede estar
dada por la localizacion en zonas regulatorias putativas [Guzman-Fulgencio y cols. 2015].
Este resultado se relaciona con lo observado en un estudio en pacientes con VIH coinfectados
con VHC, donde los genotipos TT de ¢.801-21 A>T y GG de ¢.1066 A>G estan asociados
con elevados niveles de IL-7Rs plasmatico, que a su vez se relacionan con un peor prondstico

de la progresion de la enfermedad [Guzman-Fulgencio y cols. 2015].

También se identificaron haplotipos relacionados con la gravedad y evolucion de la NAC,
siendo CTA mas frecuente en fallecidos y CTG en quienes ingresan a UCI, mientras que
CAA es maés frecuente en quienes no ingresaron a UCly TTA en los no graves segun CURB-
65. Es necesario aumentar el tamafio poblacional estudiado para corroborar estos resultados,
puesto que la frecuencia de algunos haplotipos es muy baja, como es el caso de CTA, el cual
se observd solo 2 veces y en personas fallecidas (2/64), mientras que en sobrevivientes no se
observo este haplotipo (0/330), por lo que seria interesante ver si efectivamente este haplotipo
esta asociado a peor pronostico de NAC. Este mismo haplotipo se asocié con a un alto riesgo
de desarrollar fibrosis hepatica grave en coinfectados con VIH/VHC [Guzman-Fulgencio y
cols, 2015]. En el caso de haplotipos genotipicos es importante destacar a CC/TT/GG el cual
es mas frecuente en clasificados como graves por CURB-65, en quienes ingresaron a UCI y
en fallecidos, esto indiciaria que la presencia de este haplotipo es de riesgo para el desarrollo
de una NAC grave en adultos.

Estos polimorfismos podrian servir para la implementacién de algun panel genético para
enfermedades inmunoldgicas y/o infecciosas, como los que ya existen para ciertos tipos de
cancer [Reid y col. 2020].
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La disminuida expresion genica de I17r en los casos clasificados como graves segin PSI y en
fallecidos plantea una posible relacion con una evolucion grave de la NAC, esto estd
relacionado con la disminucion del recuento de linfocitos que expresan IL-7R de membrana.
Los partidores del PCR-tr disefiado para amplificar el gen de 117r se posicionan en el exén 5
y exén 6, esto permite discriminar de los mensajeros correspondientes a las isoformas

solubles, detectando mensajeros pre corte y empalme alternativo y mensajeros de membrana.

La concentracion plasmatica de I1L-7 esta disminuida en mujeres >65 afios respecto a mujeres
<65 afios, esto se puede relacionar con el efecto protector de los estrdgenos en las mujeres en
edad fertil [Andany y cols, 2016; Chen y cols. 2016], reflejado en niveles altos de IL-7 lo
que se traduce en mayor sefializacion de IL-7R y recuentos linfocitarios en niveles normales,
teniendo asi altos niveles de celulas inmunologicas preparadas ante una infeccion. Esto se
asocia con lo observado en el recuento linfocitario de CD3+CD127+, el cual estd aumentado
en las mujeres <65 afios respecto a hombres del mismo grupo etario, esto se relaciona con el
antecedente de que las mujeres premenopausicas tienen un factor protector frente a distintas
enfermedades [Andany y cols, 2016; Chen y cols. 2016], hecho en el que podrian estar
involucrados los altos niveles de IL-7 y el alto recuento de CD3+CD127+, se requiere
corroborar esta informacion en otros estudios. En adultos con NAC asmaticos se observaron
niveles plasmaticos de IL-7 aumentados comparados con los que no tienen asma. Esto es
concordante con antecedentes que describen un aumento de IL-7 en asma alérgica en donde
IL-7 cumpliria un rol en la homeostasis en las células T CD4+ alérgeno especificas [Goksal
y cols. 2006; Yeon y cols. 2017].

El recuento de células CD3+ totales como el de CD3+CD127+ estan disminuidos en > 65
afios, lo que puede contribuir a la disminucion en la respuesta inmunoldgica asociada al
envejecimiento, traduciéndose en una respuesta inmunolégica deficiente y un peor control
del progreso de la infeccion. Esto es apoyado por el antecedente que altos niveles de
expresion génica se asocian con una mejor sobrevida prospectiva en individuos nonagenarios
[Passtoors y cols. 2015], para el caso de este estudio concuerda, ya que hay una disminucion

en laexpresion de 117r en fallecidos. Ademas, en mayores de 65 afios fue mayor la proporcion
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de casos graves, el requerimiento de oxigenoterapia y la mortalidad, lo que se relaciona con
el deterioro de la respuesta inmunoldgica a causa del envejecimiento [Franceschi y col.
2018].

La proporcién de mujeres que requirieron de oxigenoterapia, que ingresaron a la UCI y que
fallecieron fue mayor que el de hombres, aunque sin alcanzar significancia estadistica. Esto
Ilama la atencién considerando que el porcentaje de mujeres clasificadas como graves por
PSI fue menor que el de hombre y se explica porque en esta escala se descuenta puntaje por
ser mujer (Tabla 3), subestimando la evolucion grave en ellas. Por lo anterior, seria necesario
reevaluar si esta variable debiera ser considerada en esta escala. Comparando comorbilidades
segun el sexo, s6lo en asma se vio diferencia, mostrando que esta comorbilidad predomina
mas en mujeres (13%) que en hombres (5%), lo que se relaciona con los antecedentes
cientificos, que mencionan la disparidad de género en adultos de esta enfermedad [Fuseini y
col, 2017].

Por todo lo observado y expuesto en esta tesis, es importante continuar con los estudios de
este eje como potencial biomarcador, evaluando, la variacion temporal de la concentracion
sistémica de IL-7Rs e IL-7 a distintos dias de evolucion, definir un umbral de corte y los
rangos fisioldgicos y fisiopatoldgicos para ciertos grupos etarios, determinando los valores
indicativos de alerta para una toma de decision oportuna en los pacientes. Se requieren
estudios con un namero poblacional que permita visualizar y relacionar otras caracteristicas,
como en el caso de polimorfismo ¢.1066 A>G el cual presenté una menor frecuencia del
alelo G en la poblacion estudiada comparada con la indicada en la literatura.

Una limitante de este estudio es la no inclusién de adultos con NAC y tramtamiento
ambulatorio, si bien fue posible estudiar un adecuado nimero de casos leves. En futuros
estudios es ideal incorporar a estos casos para asi ver si hay diferencia entre casos
ambulatorios y hospitalizados. De igual forma, es conveniente analizar la expresion génica
de los distintos mensajeros generados, puesto que en este estudio la PCR de cuantificacion
relativa para el gen 117r fue disefiada con partidores en el exon 5 y exén 6, lo que podria
explicar la ausencia de asociacion de la expresion y la concentracion plasmatica del receptor

soluble, lo que debe ser corroborado. También es conveniente ampliar los estudios a las
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subpoblaciones linfocitarias, principalmente CD4+ y CD8+, para discernir especificamente
cual tiene la expresion de CD127 disminuida, incluso, seria util evaluar otras lineas celulares,
como monocitos, los cuales también tienen una importante funcion del eje IL-7/IL-7R

recientemente descrita [Al-Mossawi y col. 2019].

En este estudio se evidencia que el eje IL-7/IL-7R cumple un rol fundamental en la
fisiopatologia de la NAC, desde los polimorfismos del gen 117r, pasando por la expresion
génica del receptor a nivel de mensajero y la formacién del receptor de membrana, hasta la
implicancia del receptor soluble en la regulacion de la via y las variaciones de este ligando
activados (IL-7). Esta nueva informacion generada es relevante en la clinica, abriendo las

puertas a un mecanismo involucrado en la evolucion de la NAC no considerado hasta ahora.
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CONCLUSIONES

1.

Los genotipos TT del polimorfismo ¢.801-21 A>T y GG del ¢c.1066 A>G vy el
haplotipo CC/TT/GG (c.731 C>T, ¢.801-21 A>T y ¢.1066 A>G) se relacionan con
un peor prondstico en adultos con neumonia adquirida en la comunidad.

La expresion relativa del gen 117r disminuye en los adultos con NAC que desarrollan
una enfermedad grave.

El recuento linfocitario de CD3+ y CD3+CD127+ disminuye en los mayores de 65
afios lo que contribuiria a la atenuada respuesta inmunol6gica asociada al
envejecimiento.

La concentracion plasmatica de IL-7Rs aumentada se asocia a un peor pronostico de
la NAC en adultos.

La concentracion plasmatica de IL-7Rs aumenta en los mayores de 65 afios por lo
que podria estar asociada al envejecimiento.

La disminucion de la concentracion plasmatica de IL-7 se asocia con una NAC grave
y con el envejecimiento en mujeres.

El aumento de IL-7Rs podria servir como un biomarcador temprano de riesgo de
muerte en adultos con NAC.

Este es el primer estudio que relaciona alteraciones del eje IL-7/IL-7R con neumonia

adquirida en la comunidad en adultos.
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ANEXO
Figura 1. Concentracion plasmética de IL-7Rs segln cada genotipo de los polimorfismos

estudiados.
30 rs6897932 rs987106 rs3194051
—*— —*— %
M *<0.001 e *<0.001 *<0.001
**<0.04

/_-I\ 60— = e
[ +11
c) -
S 3
D: [ )
N~ -
5 40
Q
5 4
2 ®
H 20-

0 I I | | | | | I I
CC CT TT AA AT TT AA AG GG

nn 71 60 22 38 72 43 107 40 6

El valor de p se obtuvo con la prueba estadistica de Mann-Whitney.
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ADULTOS CON NEUMONIA ADQUIRIDA EN LA COMUNIDAD

Nombre del Investigador Responsable: Dra. Vivian Luchsinger F.
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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 pulmén 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 evolucién 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 nimero 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 tomar4 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 expres1on 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 ningun 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 229786319.

Los elementos necesarios para tomar las muestras y realizar las técnicas serin 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 participacién no representa
gastos adicionales ni para usted.

Ademas del beneficio que este estudio significard 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 recibira ninguna compensacion econémica por su participacion en el estudio.

Toda la informacion 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 publicacion o comunicacion cientifica de los resultados de la investigacion sera
completamente anonima. Su privacidad serd protegida porque sus datos y muestras no seran
identificados con su nombre, sélo con un codigo.

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 serd destruida y no podra ser utilizada en este ni en ningin 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
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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
informacion, modificacion, cancelacion, o bloqueo de sus datos personales por entrega de muestras
biologicas.

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
Rut.

Nombre del Informante Firma
Rut.

Nombre del Investigador Firma
Rut.

Fecha:
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HOSPITAL CLINICO UNIVERSIDAD 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 Gastroenterologo. Presidente
Dra. Ana Maria Madrid S. Médico Gastroenterdlogo. Vicepresidente
Prof. Veronica Anguita Mackay. Académico. Secretaria de Acta

Dr. Sergio Valenzuela P. Médico Gineco-Obstetra

Dr. Juan Carlos Prieto D. Médico Farmacologia Clinica

Srta. Rina Sepulveda 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 Investigacion por Comité.

e Carta de compromiso de Ia investigadora.

e Curriculum vitae de la investigadora.

e Protocolo de proyecto.

e 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 Internacionales para la Investigacion

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

Comité Etico Cientffico - Teléfono: {(+56) 22978 9008 ~ Email: comiteetica@hcuch.cl
www.redclinica.cl ~ mesa central {+54} 22978 8000 - Sanfos Dumont 999, Independencia - RM




HOSPITAL CLINICO UNIVERSIDAD DE CHILE 2

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 Ia 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 aprobacién.

- 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.

mnflﬁ‘ﬁﬁim”mm?u‘dt
PRESIDENTE (S) DEL COMITE ETICO CIENTIFICO
HOSPITAL CLINICO U. DE CHILE

Comité Etico Cientifico - Teléfono: (+54) 22978 9008 - Email: comiteetica@hcuch.cl
www.redclinica.cl - mesa central (+56) 22978 8000 - Santos Dumont 999, independencia — RM




DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
Versién 1 Marzo 2017

TITULO DEL PROYECTO

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

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

Institucién: 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 (NAC).
Esta es una infeccidn 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 invitacion est4 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 incluira 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.




€) una muestra de 10 ml de sangre (2 cucharaditas de t¢) para estudiar las concentraciones de
citoquinas, las células de la respuesta defensiva y la expresién 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 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 participacién en este estudio no constituye ningln riesgo extraordinario, puesto que
el procedimiento para obtener Ia 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.

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

Compensacién: Ud. no recibira ninguna compensacién econémica por su participacién en el
estudio.

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 ningun otro estudio. Si usted no desea participar
en este estudio, no habra ninguna consecuencia para usted.

Voluntariedad: Su participacion en esta investigacién es totalmente voluntaria y se puede retirar
en cualquier momento comunicandolo al investigador y a su médico tratante, sin que ello

signifigue modificaciones en el estudio y tratamiento habituales de su enfermedad. De igual S
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Derechos del participante: Usted recibird una copia de este documento firmado. Si usted
requiere cualquier otra informacién sobre Su participacién 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
Investigacion 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.

Conclusioén:

Después de haber recibido Yy 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
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 Investigador Firma
Rut.

Nombre del Director o Delegado Firma
Rut:

Fecha/Hora:




Direccion
Comité de Ftica de la Investigacidn

Carta N°® 075/2017

Dr. CNC/lIcc

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 continuacion 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 aprobacidn por este Comité seria redundante.

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

£n los casos de los estudios multicéntrico, Ia revisién cientifica y ética se realizard por un sofo
comité acreditado, debiendo ser complementada por una evaluacién local relacionada con los
investigadores e instituciones gue participan en ese nivel para verificar Ia factibilidad del estudio en
sus comunidades, incluyendo la infragstructura, el nivel de capacitacién y las consideraciones éticas
locales significativas.

La saluda atentamente,
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DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
Version 1 17 de Marzo 2017

TITULO DEL PROYECTO

NUEVOS BIOMARCADORES CLiNICQS 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 infeccion del pulmon
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 aquellos 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 Coérdova, 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 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 tomaréan:

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 pléstico.

c) 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 ningdn 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
gue 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 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 Tecnoldgico (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 econémica por su participacion 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 publicacion o comunicacion cientifica de los resultados de la investigacién sera
completamente anénima. Su privacidad sera protegida porque sus datos y muestras no seran identificados
con su nombre, s6lo con un codigo.

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 ningln otro estudio. Si usted no desea participar en
este estudio, no habra ninguna consecuencia para usted.

Su participacién en esta investigacion 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 decisién va en su beneficio.

Usted recibird 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 o al Comité de Etica Cientifica del Servicio de Salud Metropolitano Sur, Sra.
Veronica Rivera, fonos: 225763736. Esta consulta ser& absolutamente gratuita.

De acuerdo al articulo 13, de la Ley N° 19.628, en ningln caso las personas pierden el derecho a la

informacién, modificacion, cancelacion, o bloqueo de sus datos personales por entrega de muestras
bioldgicas.
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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 participacién 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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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 sesion del 28/03/2017, tomaron
conocimiento de los siguientes antecedentes, correspondientes del Estudio de Investigacidn

“Nuevos biom

arcadores 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.5.M.5., solicitando evaluacion de Estudio de Investigacion.

. Carta Conocimiento, Eventual Autorizacion 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, version 1, 17 de marzo 2017. (copias)

. Solicitud de Liberacién de Pago, fechada 17/03/2017, dirigida al Director
S.5.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 financiara 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.



II. Por lo anterior, los miembros del CEC S.S.M.S., d,eterminan, con fecha
28/03/2017, que el Estudio no presenta reparos Eticos y lo aprueban,
se remite firmado, timbrado y fechado:

» Consentimiento Informado, versién 1, 17 de marzo 2017

III. Ademas, se adjuntan los siguientes documentos:

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

» Declaracion de Cumplimiento de las Buenas Précticas 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:

1. Usar los Consentimientos Informados validados por este Comité, si
corresponde.

2. 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:

1. Eventos observados asociados y no asociados con el estudio.

2. Cualquier antecedente importante que se observe durante la ejecucidn de la
investigacion.

3. Finalizado el estudio, remitir informe, que incluya el nimero de sujetos
enrolados y el nimero de los que rechazaron, entre otros.

Saludan atentamente,

[ eeRVICIO DE SALUD
i OPOLITANO SUR
28 MAR 207
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( =
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PRESIDENTA , SECRETARIO_
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S.S.M.S. S.S(M.S.
C./e.:

» Director:Hospital de Enfermedades Infecciosas DR. Lucio Cordova.
o Archivo Memos C.E.C. S.5.M.S.
e Archivo Protocolo.
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SESION AMPLIADA DEL COMITE ETICO CIENTIFICO
SERVICIO DE SALUD METROPOLITANO SUR

FECHA: 28/03/2017

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

ASISTENCIA INTEGRANTES DE LA DIRECTIVA C.E.C.

) il
1. Q.. C. Verénica Rivera Sciaraffia Pl
Presidenta i
/
2. Dra. Eliana Cortéz Quezada ’
Vice-Presidenta
3. Dr. Héctor Jorquera Vergara ~f - TR
Secretario ”‘7(/ il Bk T I

——— \

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

5. Q.F. Cecilia Toro Martinez
Secretaria (8)

ASISTENCIA INTEGRANTES C.E.C.

NOMBRE

1. Proc. Wilto Ahumada Arias

2. Sra. Verdnica Arancibia Lucero

3. Dr. Rogelio Aravena Bermidez

4. Q.F. Maria Angélica Lagos Valdivia

5. T.S. Mireya Mufioz Acevedo

6. Sr. Jaime Valenzuela Méndez

7. Dra. Pilar Zérraga Olavarria — ¥




