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1. Resumen

La neumonia asociada al ictus (SAP, del inglés stroke-associated pneumonia)
representa una de las complicaciones postictus mas frecuentes y graves, lo que
conlleva altas tasas de mortalidad y discapacidad, asi como elevados costes y estancias

hospitalarias para los pacientes que la desarrollan.

Hoy en dia, no se ha demostrado que las terapias preventivas reduzcan el riesgo de
SAP en pacientes con ictus. Ademas, el diagndstico de SAP no es facil para los
médicos. Incluso en el terreno de la investigacion, los criterios diagndsticos de SAP no
son uniformes entre estudios. Nuestra hipdtesis era que una mejor seleccién de los
pacientes con mayor riesgo de esta complicacion identificaria a una poblacién que
podria beneficiarse en el futuro de medidas terapéuticas especificas. Con estos
antecedentes, el objetivo principal del proyecto era identificar, mediante diferentes
enfoques, biomarcadores sanguineos capaces de predecir el desarrollo de esta
complicacion. Ademas, el objetivo secundario era mejorar el diagndstico de SAP
mediante la validacion de los criterios diagndsticos CDC modificados, propuestos por un
grupo de expertos en 2015, asi como evaluar el papel de la TC de alta resolucion del

térax para la confirmacion diagndstica de la SAP.

Para cumplir con estos objetivos, llevamos a cabo un estudio prospectivo multicéntrico
en 8 unidades de ictus de Espafia que incluyd un total de 340 pacientes con ictus en las
primeras 24 horas tras el inicio de los sintomas. Recolectamos dos muestras de sangre
en esos pacientes; la primera, dentro de las primeras 24 horas, y una segunda
muestra, 24 horas después. De estas muestras de sangre obtuvimos suero, plasma y
RNA para el estudio de biomarcadores sanguineos. Ademas, en un subgrupo de 120
pacientes, aislamos tres subpoblaciones leucocitarias (CD3+, CD14+, CD16+), de las
gue obtuvimos RNA y proteina para estudios de descubrimiento. A todos los pacientes
se les realizé un seguimiento clinico diario durante los siete dias posteriores al ingreso
para determinar la aparicién de neumonia. Posteriormente, tres meses después del
infarto, también se evalud su estado funcional. Ademas, en un subgrupo de pacientes
con ictus grave se realizd una TC de alta resolucidn del térax entre el 5.2 y el 7.0 dia
tras el ictus. El reclutamiento del estudio se vio afectado por el impacto de la pandemia
de la COVID-19, que provoco la interrupciéon del reclutamiento durante tres meses vy,

posteriormente, una tasa de inclusién menor de lo previsto.



En cuanto a los biomarcadores, su determinacién se realizé desde diferentes puntos de
vista. En primer lugar, en una cohorte de 28 pacientes, de los cuales 14 desarrollaron
SAP, se evaluaron biomarcadores conocidos, previamente descritos por el grupo, asi
como otros descritos en la literatura. Posteriormente se midieron los mejores
biomarcadores discriminatorios en los 340 pacientes incluidos en toda la cohorte.
Ademas, se realizaron experimentos de protedmica y transcriptdmica en las tres
subpoblaciones aisladas en un subgrupo de 12 pacientes (6 con SAP, 6 sin SAP), de los
cuales se seleccionaron los mejores candidatos para evaluarlos en una cohorte mas
grande de 22 pacientes, mediante PCR en tiempo real (RT-PCR, para RNA) y
transferencia Western (WB, para proteinas), en las mismas subpoblaciones. Los
mejores candidatos de estos experimentos se validaron en cuanto a proteina en
muestras de sangre periférica en una cohorte de 28 pacientes (en los dos tiempos)
mediante ELISA.

2. Resultados

Los cuatro objetivos incluidos en el proyecto inicial se resumen aqui en dos.

OBJETIVO 1. Descubrimiento y validacion de biomarcadores

Mediante técnicas de protedmica y transcriptdmica en las diferentes subpoblaciones
leucocitarias, linfocitos (CD3+), monocitos (CD14+) y neutroéfilos (CD16+),
identificamos que los neutrdfilos eran la subpoblacién que mas cambios expresaba
entre los pacientes que desarrollaban SAP o no. Ademas, el andlisis bioinformatico de
estos resultados mostrd que los procesos bioldgicos mas afectados relacionados con la
aparicion de SAP fueron la desgranulacién de neutréfilos y la activacién de
granulocitos. De este experimento se seleccionaron un total de tres proteinas
candidatas del experimento de protedmica y 12 genes candidatos del experimento de
transcriptémica, para su posterior validacidon en nuevas muestras de subpoblaciones
leucocitarias, mediante RT-PCR y WB. Desafortunadamente, no pudimos identificar los
tres candidatos provenientes del experimento de transcriptomica de neutroéfilos por RT-
PCR. Del resto de candidatos, YKL-40 y PGPRS (protedmica de neutroéfilos), S100A8 y
S100A12 (transcriptomica de linfocitos), adrenomedulina (transcriptomica de
monocitos) y GADD45A (transcriptdmica de sangre total) mostraron resultados en la

misma linea que en el experimento de descubrimiento. En la validacién final, por



ELISA, en muestras de sangre periférica, YKL-40 y S100A12 mostraron diferencias

significativas entre pacientes con y sin SAP.

Con respecto a los biomarcadores candidatos, se explordé un panel de 9 biomarcadores,
provenientes de la literatura y de resultados previos del grupo, en 38 pacientes en los
dos tiempos. A partir de este experimento, se seleccionaron y evaluaron tres
candidatos (CRP, MR-proADM y SAA) en toda la cohorte de pacientes (n = 340). Los
tres biomarcadores mostraron niveles mayores en pacientes con SAP en ambos
tiempos. El panel de tres biomarcadores mostré un buen valor predictivo para la SAP,
especialmente en el segundo tiempo. De hecho, el panel mostrd una sensibilidad del
83% Yy una especificidad del 60% en las primeras 24 horas (tiempo 1), y una
sensibilidad del 91% y una especificidad del 76% a las 24-48 horas (tiempo 2),
respectivamente. La inclusién de este panel en los modelos de regresion logistica,
junto con las variables clinicas, derivd en una mayor capacidad predictiva, de modo
que aumentaban las areas bajo las curvas ROC de 0,77 a 0,86 (tiempo 1) y de 0,86 a

0,92 (tiempo 2), respectivamente.

OBJETIVO 2. Mejora del diagndstico clinico de SAP

En este objetivo evaluamos la utilidad de los criterios CDC modificados para el
diagndstico de la SAP, asi como la observancia de estos criterios en la practica clinica
actual, en términos de diagndstico de SAP e inicio de tratamiento. De los 340 pacientes
incluidos, 72 (21,8%) desarrollaron alguna infeccidén, de las cuales 38 (11,5%) fueron
diagnosticadas como neumonia por los médicos. De estos casos, 24 (7,3%) cumplieron
los criterios CDC modificados para la SAP. Se usaron antibidticos en el 92% de los
pacientes que cumplieron los criterios CDC modificados y en el 50% de los que no. El
principal predictor del uso de antibidticos fue la presencia de fiebre, y fue mas
determinante la presencia de sintomas aislados de infeccidon en el momento de iniciar
el tratamiento antibidtico que la combinacion de varios sintomas cumpliendo criterios
CDC modificados. Ademas, solo la SAP diagnosticada segun los criterios CDC
modificados, y no la neumonia diagnosticada a criterio clinico, demostré ser un
predictor independiente de mala evolucién funcional a los tres meses del ictus

(OR = 4,84 [1,00-23,42]). Paralelamente, se obtuvieron imagenes de TC de alta
resolucién del térax para confirmar el diagndstico de SAP en 100 pacientes con

ictus grave. Actualmente, estas imagenes se encuentran en proceso de lectura y

préoximamente se evaluara su utilidad para el manejo de la SAP.



3. Relevancia y posibles implicaciones futuras

Los resultados finales del presente proyecto podrian traducirse en el futuro en

diferentes indicaciones clinicas, al menos en tres aspectos diferentes:

En primer lugar, desde el punto de vista clinico, hemos identificado una baja
observancia en la practica clinica actual de los criterios CDC modificados para el
diagndstico de la SAP, tanto respecto al diagndstico como a la indicacién de
tratamiento, entendida como inicio de la administracion de antibidticos. También
hemos demostrado que la neumonia diagnosticada segun los criterios CDC modificados
representa un predictor independiente de mala evolucidn funcional tras un ictus,
mientras que la neumonia diagnosticada segun criterio clinico, sin cumplir criterios CDC
modificados, no empeora la evolucidn clinica. A partir de estos datos podemos sugerir
un uso sistematico de estos criterios en la practica clinica, tanto para el diagndstico de
la SAP como para el inicio de la administracién de antibidticos, lo que podria derivar en
una reduccion del uso de antibidticos y, por lo tanto, en la reduccién de las resistencias

bacterianas sin comprometer el prondstico clinico.

En segundo lugar, hemos identificado un panel de biomarcadores sanguineos, que
incluye CRP, SAA y MR-proADM, capaces de predecir la SAP, con altos niveles de
sensibilidad, especificidad y precision. Ademas, estos biomarcadores pueden medirse
de forma rutinaria en laboratorios clinicos y, por lo tanto, el uso de este panel en la
practica clinica podria ser inmediato una vez que la indicacion clinica esté claramente
definida. En un primer escenario, determinado por la alta sensibilidad del panel, estos
biomarcadores podrian medirse en pacientes con algunos sintomas de neumonia (como
la fiebre, que se definié como la covariable de mayor importancia para iniciar la
administracion de antibidticos). Un resultado negativo permitiria ahorrarse el uso de
antibidticos. En un segundo escenario plausible, determinado por la alta especificidad
del panel, podriamos identificar un subgrupo de pacientes con un riesgo muy alto de
neumonia, que seria el mejor grupo candidato para probar futuros farmacos

inmunomoduladores.

Finalmente, aunque todavia lejos de una aplicacion clinica inmediata, los nuevos
biomarcadores identificados en este proyecto, como YKL-40 y S100A12, abren nuevas

lineas de investigacidon, no solo como nuevos biomarcadores para enriquecer el panel



anterior, sino también como nuevas dianas terapéuticas contra el desarrollo de la SAP,
con el objetivo de modular la inmunosupresién inducida por ictus. En futuros proyectos
de investigacion profundizaremos en los datos dmicos obtenidos en este proyecto, con
el objetivo de identificar nuevas terapias inmunomoduladoras mediante la biologia de
sistemas que puedan constituir una alternativa al uso de antibidticos para la

prevenciéon de esta dramatica complicacion.

Como linea de investigacién futura, podemos visualizar un ensayo clinico basado en los
resultados de los biomarcadores. El panel de biomarcadores se evaluaria en pacientes
con sospecha de infeccién (definida por la presencia de algun item de los criterios del
CDC, pero no cumpliéndolos todos), iniciando la administracién de antibidticos o no
dependiendo de los resultados del panel. Como continuacién de este proyecto, hemos
obtenido financiacion adicional para llevar a cabo un nuevo proyecto, “Evaluating Lung
Injury as a TargEt against Stroke-Associated Pneumonia (ELITE-SAP)”, del Instituto de
Salud Carlos III. Con esta iniciativa daremos continuidad a los estudios clinicos y

preclinicos en SAP durante los proximos afos.

4. Bibliografia cientifica generada

El presente proyecto ha generado hasta el momento un total de nueve presentaciones
en congresos nacionales e internacionales, tres publicaciones en revistas

internacionales, dos mas en revision y dos tesis doctorales.
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