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AERS: Adverse Event Reporting System

AIJP-. Artitis idopatica juvenil

APs: Artritis psoriasica

AR: Artritis reumatoide

BAL: lavado broncoalveolar

CMH : complejo mayor de histocompatibilidad
DHFR: dihidrofolato reductasa

DHPS: dihidropepteorato sintasa

EA: Espondilitis anquilosante

EC: Enfermedad de Crohn

EPOC: Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crdnica
ERK : quinasa reguladora de sefiales extracelulares
FDA: Food and Drugs Administration

GM-CSF: Factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos
HACA: anticuerpos antiquiméricos humanos

IBIS: Instituto de Biomedicina de Sevilla

IFN-y: Interferén gamma

IG: inmunoglobulina

IL: Interleuquina

JNK: quinasa jun del extremo N-terminal

LBA: lavado broncoalveolar

LOF: lavado orofaringeo

MAPK: proteinas quinasas activadas por mitdgenos



mtLSU rRNA: regién mitocondrial de la subunidad mayor del ARN ribosomal
NF-Kkb: Factor nuclear kappa B

NK: células Natual Killer o nulas

PAF: Factor activador de plaquetas

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa

PCR-RT: PCR a tiempo real

PcP: (del inglés :Pneumocystis Carinii Pneumonia o PneumoCystis Pneumonia) neumonia

por Pneumocystis jirovecci

Ps: Psoriasis

RIP: Proteinas de interaccién con receptores

SIDA: sindrome de inmunodeficiencia adquirida.

TACE: enzima convertasa de factor de necrosis tumoral alfa
TACAR: tomografia axial computerizada de alta resoluciéon
TGF: factor de crecimiento transformante

TMP-SMX: trimetoprim-sulfametoxazol

TNF : factor de necrosis tumoral

TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa

TNF-p: Factor de necrosis tumoral beta

TNF-R: receptor para el factor de necrosis tumoral

TRADD: proteinas de dominio mortal asociadas a receptor TNF
TRAFs: factores asociados al receptor TNF

TS: Timidilato sintasa

VCAM: moléculas de adhesiéon endotelial vascular

ICAM: moléculas de adhesion endotelial intercelular



VIH: virus de la inmunodeficiencia humana
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1.1. FARMACOS ANTI-FACTOR DE NECROSIS TUMORAL

1.1.1. DEFINICION Y FUNCIONES DEL FACTOR DE NECROSIS TUMORAL.

El factor de necrosis tumoral (TNF) es una citoquina proinflamatoria, descubierta
inicialmente en el suero de ratones después de ser inoculados con endotoxinas
bacterianas. Mas tarde esta misma citoquina fue encontrada igualmente en ratas, conejos y
en el ser humano. Se conocen dos formas moleculares, denominadas factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) o Caquexina y factor de necrosis tumoral beta (TNF-f) o Linfotoxina.
TNF pertenece a la superfamilia de mediadores que llevan su nombre y a la cual
pertenecen al menos 15 citoquinas. Los miembros de esta superfamilia de citoquinas
comparten una serie de similitudes entre las que se encuentran: ser proteinas
monotriméricas, excepto la linfotoxina, estar principalmente expresadas en la membrana
celular y participar en la regulacién de la proliferaciéon celular y la apoptosis, aunque
varios miembros, tal como el TNF-q, tienen una importante actividad proinflamatoria

(Dinarello & Moldawer, 1999)

La sintesis de TNF-a puede ser inducida por diferentes agentes, como virus,
parasitos, bacterias, células tumorales o situaciones como la isquemia, el dafio celular o la
irradiacion. Por otra parte, algunas citoquinas como el interferon gamma (IFN-y), la
interleuquinas (IL)-1, la IL-2, la 1L-12, la IL-17, el factor estimulador de colonias
granulocito-macréfago (GM-CSF), el factor activador de plaquetas (PAF ) o el mismo TNF-«
actiian también como inductores de su sintesis. El TNF-a es secretado principalmente por
células del sistema inmune, como los monocitos, macréfagos, neutroéfilos, células nulas
(NK) y linfocitos T, principalmente CD4+. De la misma manera, otras células pueden
producirlo como respuesta a un estimulo, tales como astrocitos, microglia, eosindfilos,
condrocitos, osteoblastos, miocitos y fibroblastos, entre otras (Ibelgaufts, 1995; Fragoso,

etal, 2014).

El gen que controla la sintesis de TNF se encuentra en el brazo corto del
cromosoma 6 en 6p21.3, dentro de la region que codifica la sintesis del gen del complejo
mayor de histocompatibilidad III (CMH-III), entre los genes HLA-B y el del factor C del
complemento. El gen que codifica la sintesis de TNF-a tiene un tamafio de 3,6 Kb y esta
conformado por cuatro exones; el primero se encarga de codificar una proteina precursora

de 233 aminoacidos, mientras que los tres restantes codifican cada uno de los monémeros
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que conforman la proteina activa. Ademads este gen posee tres intrones cuya funcion es
desconocida. El gen que codifica el TNF-f3 estd ubicado a 1,2 Kb del gen de TNF-a y ambos
genes son regulados de forma independiente (Ibelgaufts, 1995; Fragoso, et al, 2014).

Polimorfismo del TNF-a

El gen del TNF-a es altamente polimorfico. Este polimorfismo se encuentra en los
microsatélites (STPRs), en los fragmentos de restriccién (RFLPs) y en nucléotidos simples
(SNPs). Se han identificado 5 microsatelites denominados TNF a, b, ¢, d, e, cada uno de los
cuales presenta diferentes variables asi, TNF-a AC/GT, que origina 13 alelos diferentes,
TNFb TC/GA con 7 alelos, TNFc TC/GA con 2 alelos diferentes, el TNFd TC/GA con dos
alelos diferentes y el TNFe TC/GA con 4 alelos. Se han registrado 19 SNPs dentro del gen
del TNF, ubicados tanto en regiones promotoras como en sitios de transcripciéon y
regiones no trascritas (UTR). El interés que tiene determinar el polimorfismo del TNF-a
radica en la influencia que éste tiene en los niveles de expresiéon de la citoquina y por

tanto, de sus efectos. (Cornelis, 1999; Verweij, 1999)

Estructura proteica

La glicoproteina TNF-a madura se encuentra expuesta en la superficie de la membrana
celular, contiene 233 aa, pesa 26 kDa, es biolégicamente activa y participa en la
citotoxicidad e inflamacién por interaccion celular. El TNF-a soluble corresponde a una
proteina de 17 KDa, conformada por 157 aminoacidos, producida a partir de TNF-a de
membrana, el cual es procesado por cortes a nivel del residuo 76 por accién de la enzima
convertasa de factor de necrosis tumoral alfa (TACE), una metaloproteina que esta
también en la membrana celular. Estudios cristalograficos muestran que TNF-a esta
formado por tres monémeros asociados no covalentemente y cuyo extremo N-terminal se
encuentra expuesto en la superficie. Esta fracciéon N-terminal no parece importante en la

interaccion con el receptor (TNFR).

Mecanismos efectores

El TNF-a es una citoquina pleiotropica que posee receptores en todos los tipos de
células. El efecto que se puede desencadenar por la union ligando (TNF) receptor (TNFR)
en los diferentes tipos de células ha sido ampliamente estudiado. La transduccion se

produce por la interaccién de TNF-a con algunos de los diferentes tipos de receptores. Las
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proteinas que participan en esta cascada de sefiales no son especificas ya que pueden
actuar con cualquier receptor de la familia del TNF y, por medio de ellos, enviar sus

sefiales. (Darnay & Aggarwal, 1999).

La cascada de sefiales puede iniciarse con la interaccién de varios miembros de la
familia de receptores de TNF como son CD14, CD40, Fc o los RTNF, junto a factores de
transcripcion como son: NF-kb, API, MAPK, ERK, JNKy p38. También pueden participar en
esta cascada de proteasas otros miembros conocidos como las "proteinas de dominio
mortal”, las cuales se unen a receptores que activan la apoptosis por la via de las caspasas.
Estos dominios presentan una interaccién proteina-proteina, causando un efecto
apoptoético indistinguible del generado por la interaccién Fas-Fas ligando (FasL). Por
ultimo, se han involucrado recientemente un grupo de proteinas denominadas "factores
asociados al receptor TNF" (TRAFs), que parecen funcionar como activadores de las

proteinas quinasas (Darnay & Aggarwal, 1999).

Respuesta

La respuesta que provoca TNF-a depende directamente de la unién a sus
receptores. Esta citoquina cuenta con dos receptores estructuralmente diferentes
denominados: receptor tipo I (TNF-RI; p55 o p60) y el receptor tipo II (TNF-RII; p80 o
p75). Ambos receptores son glicoproteinas transmembrana y forman parte de la familia de
los receptores del TNF. Esta familia se caracteriza por tener multiples regiones ricas en
cisteinas, principalmente a nivel de su dominio extracelular N-terminal ademas de la

presencia de dominios mortales dentro de su estructura (Li, Yin & Wu, 2013).

Los dos receptores para el TNF estan presentes en todos los tipos de células,
excepto en los eritrocitos. Generalmente, el TNF-RI se distribuye de manera mucho mas
amplia que el TNF-RII y su expresion es habitualmente constitutiva en muchos tipos de
células, mientras que la expresion del TNF-RII se da de forma inducida. Ambos receptores
se conocen por mediar, de forma cooperativa o independiente, un amplio rango de
respuestas celulares que incluyen la proliferacion, la diferenciacion, la citotoxicidad o la
apoptosis celular. Ademas se han identificado formas solubles de ambos receptores (STNF-
R) en fluidos bioldgicos que parecen afectar de alguna forma la actividad y la
biodisponibilidad de TNF-a a nivel sistémico (Kolliaas, Douni, Kassiootis & Kontoyiannis,

1999; Schneider, Willen & Smulski, 2014).
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Se ha observado que las funciones y la cinética de los dos receptores para el TNF-a
son diferentes. Hasta el momento parece que TNF-RII responde principalmente a la forma
transmembrana del TNF, lo que le confiere un papel principal en la respuesta inflamatoria
local, sin embargo la funcién del TNF-RII es considerada como auxiliar en cuanto al control
de la respuesta celular, mientras que el TNF-RI presenta una funcién dominante en la
respuesta celular inducida por TNF. Por esto, es necesario un estimulo de ambos
receptores para conseguir una actividad citotoxica adecuada (Puimeége, Libert & Van

Hauwermeiren, 2014).

Por otro lado, existen diferencias en cuanto a la afinidad de unién de ambos
receptores con el TNF. Se sabe que la unién al TNF-RI es irreversible, mientras que la
unién al TNF-RII presenta una afinidad muy baja y una cinética bastante rapida. Algunos
autores han planteado la posibilidad de que el TNF-RII pueda comportarse como un
"paseador del ligando", debido a que se ha observado que puede unirse el TNF-a y luego
pasarlo al TNF-RI para potenciar la unién ligando-receptor y por ende la acciéon del TNF-a
cuando las concentraciones de éste son muy bajas. Todos estos hechos podrian explicar las
posibles diferencias de funcion de los receptores para TNF-a. (Grell, Wajant, Zimmermann

& Scheurich, 1998; Li, Yin & Wu, 2013).

La actividad in vivo e in vitro del TNF-RI se ha asociado fundamentalmente con la
respuesta inflamatoria mediada por TNF-a soluble (sTNF-a), ya que es bastante superior
que la que se presenta por medio del TNF-RII; ademas el receptor de p60 participa de
forma importante en los procesos apoptoéticos, mediados por las sefiales de dominio
mortal, y por la via de sefializacion de las moléculas Fas-FasL. Por otro lado, los dominios
intracelulares del TNF-RI se unen a proteinas de interaccién con receptores (RIP) que con
la ayuda de las proteinas de dominio mortal asociadas al receptor TNF-RI (TRADD)
pueden dirigir la respuesta bien hacia la apoptosis o hacia la via de sefiales
proinflamatorias por intermedio del factor NF-kB. Asi mismo, el TNF-RII también esta
involucrado en los procesos apoptdticos mediados por TNF-a, aunque por una via
diferente a la de p60, ya que en este caso participan las moléculas TRAF (Li, Yin & Wu,
2013).

A modo de resumen, la funcién principal del TNF-RI es la de interactuar con la
forma soluble de 17 kD del TNF-a y regular los procesos proinflamatorios y apoptoéticos
inducidos por esta citoquina. El TNF-RII, en cambio, tiene su interaccion principal con la
forma de membrana del TNF-a (26 kD), cumpliendo un papel clave en la respuesta tisular

local. Ademas, este receptor también participa en la unién del sTNF-a, aunque de forma
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menos especifica y es el encargado de generar un intercambio de ligando para potenciar la

accion del TNF-RI.

TNFa soluble .
. TNFa unido a
membrana
Membrana celular TNFR1 Q <— TACE Extracelular
P e
P e Ve 1o I Y Ve S Ve e Ve e - : ) B 3
S e e

Intracelular

O \

Apoptosis TRAF2 TRADD RIP ps3

MEKKL —— >
AMPc —> AMP

! v I

Expresiondelgende TNFy

supervivencia celular
NIK | —> KK P T PKA
Degradacion kB del \L
proteospma
P
k IKB < KB
NE-xB = NF-xB . -

Adaptado por I. Martin de Nature reviews

Por otra parte, los efectos de TNF-a parecen depender de las concentraciones séricas

de esta molécula, por lo que se puede observar que:

» A bajas concentraciones, presenta un efecto inmurorregulador, inhibiendo los efectos de
varios progenitores de la serie mieloide, estimulando la activaciéon de linfocitos T y la
proliferaciéon de linfocitos B. También, es capaz de focalizar la respuesta inflamatoria e
inducir la expresion de adhesinas en los leucocitos y de receptores de éstas en el endotelio.
Ademas, activa el sistema de defensa intracelular, asi como la expresion de antigenos de

histocompatibilidad clase I y perpettia la formacién de granulomas.

» A concentraciones mds elevadas, induce la produccion de fiebre y la aparicion de caquexia.
Favorece la produccién y secrecion de otras citoquinas implicadas en el proceso
inflamatorio como el IFN-y, la IL1, la IL6, la IL8 o el factor de crecimiento transformante
(TGF) B, provocando una intensa vasodilatacion, aumento de la permeabilidad endotelial,
disminuyendo la contractilidad miocardica y favoreciendo un estado procoagulante, que
puede provocar finalmente un fenémeno de coagulacion intravascular diseminada. Por
otra parte, suprime la produccién de las células hematopoyéticas, condicionando un

estado de inmunosupresion.
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1.1.2.

Desde un punto de vista clinico, la importancia del TNF-a radica en ser una de las
citoquinas clave en la respuesta inflamatoria y en la respuesta frente a la infeccién. Por
ello, en las enfermedades autoinmunes, donde existe una alteracion de la respuesta
inmunitaria frente a un antigeno propio que es reconocido como extrafio y donde se
desencadena una respuesta inflamatoria andmala, esta molécula se ha convertido en una

de las principales dianas terapéuticas (Willrich, Murray & Snyder, 2015).

FARMACOS ANTI-FACTOR DE NECROSIS TUMORAL. MECANISMO DE ACCION

En 1975 George Kohler y Cesar Milstein desarrollaron la tecnologia necesaria para la
generacion de anticuerpos monoclonales. Gracias a esta técnica, fue posible obtener
poblaciones homogéneas de anticuerpos frente a un Unico antigeno mediante el cultivo de
hibridomas, descubrimiento por el que consiguieron el premio Nobel en 1984 (Kohler &
Milstein, 1975). A raiz de este descubrimiento se han puesto en marcha numerosos
estudios enfocados en el desarrollo de anticuerpos monoclonales que bloqueen una

determinada molécula y sus efectos, tal es el caso del TNF-a.

Infliximab (RemicadeR) fue aprobado por la Food and Drugs Administration (FDA) en
agosto de 1998, Etanercept (EnbrelR) que es una proteina recombinante frente al receptor
tipo II del TNF en noviembre de 1998, Adalimumab (Humira®) en diciembre de 2002,
Certolizumab pegol (CimziaR) en abril de 2008 y Golimumab (SimponiR) en abril de 2009.
En Espafia y concretamente en nuestra area sanitaria, el Hospital Universitario Virgen del
Rocio de Sevilla, la introduccién de estos farmacos tuvo el siguiente orden cronoldgico: en
el afio 2002, se acept6 el uso de Infliximab en Artritis Reumatoide (AR) y enfermedad de
Crohn (EC), en el afio 2003, se aprobd el Etanercept en AR y en junio 2004, se declararon
Adalimumab y Etanercept como alternativas terapéuticas equivalentes en pacientes naive
con AR que no toleraran el uso de metotrexate. Posteriormente han ido aprobandose para
el resto de las indicaciones. Finalmente, el afio 2012 se han introducido el Certolizumab y

el Golimumab.

Tipos de fdrmacos anti-factor de necrosis tumoral
Infliximab
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Infliximab es un anticuerpo monoclonal quimérico producido mediante ingenieria
genética usando una parte murina, que tiene la especificidad anti-TNF (fragmento Fab) y
una parte constante procedente de inmunoglobulina IgG1l humana (fragmento Fc). Este
anticuerpo su une con alta afinidad y neutraliza al TNF-a humano. El infliximab se utilizé
por primera vez en 1995 en un ensayo abierto para el tratamiento de la enfermedad de
Crohn refractaria y hasta la fecha es el firmaco mas utilizado de su grupo (Van Dullemen

etal., 1995).

Infliximab se une de forma estable tanto a la forma soluble de TNF-a humano
(monoémero y trimero) como al TNF-a unido a membrana, lo que impide la cascada de
sefializacion responsable de la transcripcién de genes implicados en la respuesta
inflamatoria, al evitar la unién del TNF-a con su receptor. Estudios in vitro han
demostrado que la unién del infliximab al TNF-a de membrana produce la lisis de la célula
mediante citotoxicidad por activacion del complemento. Sin embargo, este efecto no se ha
confirmado en estudios in vivo. Ademas, infliximab también se une a linfocitos T activados
de sangre periférica y los aislados de ldmina propia, e induce su muerte por apoptosis. En
este proceso de muerte celular programada parece desempefar un papel importante la
activacion de la caspasa 36. Esta reduccion del ndmero de células productoras de TNF-a
parece contribuir al efecto antiinflamatorio de este fairmaco bioldgico y puede explicar por
qué el infliximab es efectivo en el tratamiento de las enfermedades autoinmunes

sistémicas (Scallon, Moore, Trinh, Knight & Ghrayeb, 1995).

La composicion parcialmente murina de infliximab origina que se puedan formar
anticuerpos contra la molécula, denominados anticuerpos antiquiméricos, también

conocidos como HACA (Aarden, Ruuls & Wolbink, 2008).
Etanercept

Etanercept es una proteina humana compuesta por el receptor p75 del factor de
necrosis tumoral y la porciéon Fc de la IgG1l humana, obtenida por tecnologia de ADN
recombinante a partir de un cultivo de células de ovario de hdmster chino. Es una proteina
dimérica construida genéticamente por fusion del dominio extracelular soluble del
receptor-2 del factor de necrosis tumoral humano (TNFR2/p75), unido al dominio Fc de la
IgG1 humana. Este componente Fc contiene la regién bisagra, las regiones CH2 y CH3, pero
no la regién CH1 de la IgG1l. Se une a TNF-a y TNF-f circulantes, evitando de forma
competitiva la unién a sus receptores. No produce lisis de las células que presentan TNF
transmembrana y presenta una baja tasa de formaciéon de anticuerpos bloqueadores

debido a su origen humano (Daudén, 2010; Scott, 2014).
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Adalimumab

Adalimumab es un anticuerpo monoclonal especifico contra el TNF-a, muy similar
a infliximab, pero de origen completamente humano. Esta caracteristica le confiere menor
antigenicidad que infliximab, siendo excepcional la aparicion de reacciones de
hipersensibilidad. Se une con gran afinidad al TNF-a soluble e inhibe su unién con los
receptores de superficie de membrana CD120a/p55 y CD120b/p75. Ademas se une con el
TNF-a de membrana lo que le confiere la capacidad de destruir células en presencia de
complemento. También inhibe la producciéon de IL-1 e IL-6 y disminuye la produccién de
[L-10 e IL-12 por los monocitos. Asimismo, adalimumab modula la respuesta biolégica
inducida o regulada por el TNF, incluyendo cambios en los niveles de las moléculas de
adhesion responsables de la migracion leucocitaria (ELAM-1, VCAM-1, e ICAM-1)
(Papadakis, 2006)

Golimumab

Golimumab es un anticuerpo monoclonal humano que forma complejos estables de
gran afinidad con las dos formas bioactivas del TNF-a humano, la soluble y la
transmembrana, impidiendo asi la unién del TNF-a a sus receptores. Se ha demostrado
que la unién de Golimumab al TNF humano neutraliza la expresion inducida por el TNF-a
de la molécula de adhesion selectina E, la molécula de adhesion endotelial 1 (VCAM-1) y la
molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM-1) de las células endoteliales humanas. In vitro,
golimumab también inhibe la secrecién inducida por el TNF de las IL-6 e IL-8 y GM-CSF

por parte de las células endoteliales humanas (Voulgari, 2010).

Certolizumab pegol

Certolizumab pegol esta formado por la unién de un fragmento Fabi de un
anticuerpo monoclonal murino humanizado a dos moléculas de PEG, un polimero no
inmundgeno y no toxico. Al carecer de la regiéon Fc, presente en los anticuerpos
monoclonales completos, no induce citotoxicidad mediada por anticuerpos ni por
complemento. Ademads, su estructura pegilada le confiere una semivida plasmatica de
aproximadamente 14 dias y le permite una mejor distribucién en tejidos blandos. En
experimentos in vivo en los que se ha comparado la distribucién tisular de certolizumab
pegol con las de adalimumab e infliximab en ratones con artritis inducida por coladgeno, se
observa que la cantidad de certolizumab pegol que penetra en el tejido inflamado en

comparacion con el tejido normal fue mayor con este compuesto que con los otros dos
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anti-TNF (Palframan, Airey, Moore, Vugler & Nesbitt, 2009). Certolizumab pegol reconoce
y neutraliza especificamente al TNF-a humano, tanto su forma soluble como la unida a

membrana, de una forma dependiente de la dosis (Pasut, 2014).

Tabla 1. DOSIS E INDICACIONES DE FARMACOS ANTI-TNF

Intravenosa Humano- 3-10 mg/kg AR, APs, EA, EC, CU,
- ratoén 0,2,6 ycada8sem Ps

Subcutanea Proteina 25mg/2 sem AR, AIJP, APs, EA, Ps
- recombinante

Subcutanea Humano 40mg/2 sem AR, AIJP, APs, EA,
_ Subcutanea Humano 50mg/4 sem AR, APs, EA
P Certolizimab Subcuténea Humano 400mg 0,2y 4sem AR
- 200mg/2 sem

Leyenda: sem: semana; AR: artritis reumatoide; APs: Artritis psoriasica; EA. Espondilitis
anquilosante; EC: enfermedad de Crohn; CU: colitis ulcerosa. Ps: psoriasis. AlJP: artritis
idiopatica juvenil
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1.2. COMPLICACIONES INFECCIOSAS EN EL TRATAMIENTO CON
FARMACOS ANTI-FACTOR DE NECROSIS TUMONAL

1.2.1. POSIBLES MECANISMOS IMPLICADOS EN EL AUMENTO DE RIESGO DE
INFECCIONES EN PACIENTES EN TRATAMIENTO CON FARMACOS ANTI-FACTOR DE
NECROSIS TUMORAL.

Aunque los mecanismos precisos por los que existe un mayor riesgo de infecciones
por el uso de fadrmacos bioldgicos, y en concreto con los anti-TNF, estadn en estudio y en
ocasiones muy discutidos, el hecho es que estos agentes se dirigen frente a moléculas
esenciales en la respuesta innata del sistema inmune y por tanto de la respuesta ante la
agresion por diferentes microorganismos, por lo que se ha planteado que el bloqueo de
esta molécula podria conllevar una mayor predisposiciéon al desarrollo de infecciones

(Kopylov & Afif, 2014).

En concreto, en las enfermedades autoinmunes la inmunidad celular juega un
papel fundamental. El infiltrado inflamatorio que se provoca en la mayoria de las lesiones
de estas enfermedades estd predominantemente formado por células mononucleares,

incluyendo linfocitos T y B, células plasmaticas y macroéfagos.

La inmunidad celular necesita para ponerse en marcha la activacion, proliferacion
y diferenciacién de las células T naive en células T efectoras capacitadas para enfrentarse a
antigenos especificos provocada por la presentaciéon de antigenos extrafios mediante las

células dendriticas, los macréfagos y las células B.

Las células T efectoras se dividen, a su vez, en tres clases funcionales: las células T
citotéoxicas (CD8+) cuya diana es wuna célula nucleada propia infectada
intracitosdlicamente; las Th1 (inflamatorias) que tienen como objetivo a macroéfagos que
ya contienen en sus vacuolas algin parasito y que debido a la unién al macréfago se
desencadena la activacién de esta célula que ayudara a eliminar al microorganismo y las
Th2 (cooperadoras "clasicas") que tienen como objetivo principal a los linfocitos B, a los
que suministraran senales claves para que éstos se activen, proliferen y se diferencien
hasta células plasmaticas secretoras de anticuerpos. Asi, las células T cooperadoras
incluyen los subconjuntos de efectores bien definidos tipo Th1l y Th2, y también los

descritos recientemente Th17 y Th9, ademas de los reguladores Tregy Tr1.
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De esta forma se pueden distinguir tres tipos de respuestas (Janeway, Travers,

Walport & Caprra, 2000):

La mediada por linfocitos T citotéxicos, donde los antigenos derivados de los
microorganismos que se multiplican en el interior del citoplasma de la célula son
transportados a la superficie celular por moléculas del CMH-I y son presentados a células
T CD8, que se diferenciaran a células T citotoxicas. Posteriormente, éstas destruiran las
células infectadas, bien por mecanismos directos de destruccién celular, bien por medio de
la muerte celular programada o apoptosis. Algunos ejemplos tipicos son las respuestas

frente al virus de la gripe, virus de Epstein-Barry frente a Listeria monocytogenes.

Mediante la respuesta humoral. Los antigenos derivados de toxinas y de bacterias
extracelulares (Clostridium tetani, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes,
Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis) son transportados a la superficie celular
por moléculas del CMH de clase Il y son presentados a células T CD4. Estos antigenos
tienden a estimular la diferenciaciéon de células Th2, que inician la respuesta humoral,

activando las células B especificas para que produzcan anticuerpos tipo inmunoglobulina

(Ig) M.

Los antigenos de los microorganismos que se multiplican dentro de las vesiculas
intracelulares de los macro6fagos se transportan a la superficie celular por moléculas del
CMH de clase Il y son presentados a células T CD4. Estos antigenos tienden a estimular la
diferenciacion de células Thl. Las células Th1l activan, a su vez, los macréfagos que
fagocitan microorganismos intracelulares con mayor eficacia (Mycobacterium tuberculosis
(TB) y otras micobacterias, Brucella spp, Listeria spp, Candida spp, Pneumocystis,
Histoplasma spp, Coccidioides spp, Criptococcus spp, Treponema spp, Leishmania spp., etc.) e
inducen en las células B la producciéon de anticuerpos IgG, que opsonizan
microorganismos extracelulares capturados por las células fagociticas. Para ello, las
células Th1l producen citoquinas como: el IFN- y principal citoquina activadora de
macrdéfagos; la IL-2, la IL-3, el factor estimulador de macréfagos, el TNF y los receptores

del TNF (TNFR 1y TNFR II).

Todas ellas, y en especial la familia de citoquinas del TNF, tienen una importancia
clave en la respuesta inmunitaria frente a la infecciéon intracelular, activando a los
macréfagos infectados, eliminando a macr6fagos viejos créonicamente infectados,
estimulando la producciéon de nuevos macréfagos en la médula dsea y reclutando
macrdéfagos hacia los sitios de infeccion e inflamacién donde liberaran sus moléculas

proinflamatorias. (Janeway, Travers, Walport & Caprra, 2000)
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Por todo lo anterior, la utilizacién de farmacos que bloquean la accién del TNF-a en
las enfermedades autoinmunes para disminuir la respuesta inflamatoria crénica anémala
y exagerada, podria asociarse a un mayor riesgo del desarrollo de infecciones que en la

poblacion general.

De hecho, estudios ex vivo han demostrado que la terapia con anti-TNF provoca un
descenso mayor de los niveles de IFN-y producidos como respuesta a la estimulacion de
diferentes microrganismos, asi como un descenso en la expresion del receptor de la
inmunidad innata -Toll-like receptor 4- (implicado en el reconocimiento de los

microorganismos) en las células dendriticas (De Rycke et al., 2005).

1.2.2. RIESGO DE INFECCION POR EL USO DE FARMACOS ANTI-FACTOR DE
NECROSIS TUMORAL. EVIDENCIA

Desde la introduccién del infliximab en 1999 para el tratamiento de la EC y del
etanercept en 1998 para la AR, y posteriormente del resto de firmacos anti-TNF, se ha
asistido a un incremento en el nimero de eventos infecciosos en esta poblacion de

pacientes (Kopylov & Afif, 2014).

Los datos de los que disponemos son dispares y en ocasiones contradictorios. El
uso concomitante de otras terapias como los glucocorticoides, asi como el aumento de
susceptibilidad a las infecciones que tienen los pacientes con enfermedades inflamatorias
crénicas son factores que no se tienen en cuenta en todos los estudios y que pueden actuar

como variables de confusidn al interpretar los resultados.

En el primer ensayo clinico controlado post-comercializacién sobre infliximab
(AntiTNF Trial in Rheumatoid Artritis with concomitant therapy; ATTRACT), publicado en
el afio 2000, hubo una incidencia similar de infecciones en los pacientes que recibieron
metotrexato en monoterapia y los que recibieron metotrexato e infliximab en combinacién
(Lipsky et al,, 2000). Resultados similares se obtuvieron cuando el estudio se extendi6 a
dos afios (Maini et al., 2004). Sin embargo, en el ensayo clinico ASPIRE (Active-Controlled
Study of Patients Receiving Infliximab for the Treatment of Rheumatoid Arthritis of Early
Onset), publicado en 2004, si se encontréd una incidencia significativamente mayor de
infecciones graves en los pacientes con artritis reumatoide tratados con infliximab y

metotrexato en combinacién frente a los tratados s6lo con metotrexato (St Clair et al,
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2004). Este hecho posiblemente pueda deberse a que el estudio ASPIRE incluyé un

nimero mayor de pacientes.

En un ensayo clinico posterior, publicado en 2005, sobre la seguridad y eficacia de
infliximab en pacientes con Espondilitis Anquilosante (ASSERT), 27 pacientes del grupo
placebo y 86 del grupo tratado con infliximab (36 y 42,6% respectivamente) presentaron
algin evento infeccioso, de ellos, fueron graves sélo el 1% de los registrados en el grupo
de tratamiento y ninguno de los registrados en el grupo placebo, no siendo la diferencia
estadisticamente significativa (Salliot et al., 2007). Un nuevo ensayo clinico publicado en
2006 no encontré aumento significativo de infecciones en el grupo de tratamiento
respecto a placebo para la dosis de 3mg/kg pero si para la dosis de 10 mg/kg
(Westhovens et al., 2006).

Aunque en la mayoria de los ensayos clinicos comentados previamente no se pudo
establecer que el uso de infliximab supusiera un mayor riesgo para desarrollar
infecciones, en un metandlisis que incluy6 nueve ensayos clinicos con un total de 3493
pacientes que recibieron anti-TNF (infliximab o adalimumab) y 1512 que recibieron
placebo, se obtuvo un riesgo relativo de infecciones graves de 2 (IC 95%: 1,3-3,1) en los

tratados con anti-TNF (Bongartz et al., 2006).

Las razones por las que los ensayos clinicos pueden fracasar para detectar un
aumento del riesgo de infecciones son varias: que el nimero de pacientes en alguno de
ellos es pequefio, que los pacientes incluidos suelen carecer de otras comorbilidades
asociadas o que el periodo de seguimiento es relativamente corto en muchos casos.
Algunos de estos factores pueden obviarse en las revisiones sistematicas o metanalisis lo

que explicaria los diferentes resultados obtenidos.

Pero, al margen de los ensayos clinicos, existen numerosos estudios
observacionales, casos, series de casos, estudios de cohortes y registros de pacientes que,
pese a sus limitaciones metodoldgicas, se ajustan mas a la realidad de la practica clinica
diaria y apoyan la idea de un riesgo incrementado de infecciones. Los casos publicados
(case reports) son numerosos y muchos han sido recopilados en una revision publicada en

2010 sobre pacientes con AR (Furst, 2010).

En la serie de Lawrence y colaboradores (2010) se analizaron las complicaciones
infecciosas graves y los posibles casos de tuberculosis en una poblacién de 5562 pacientes
con enfermedad inflamatoria intestinal tratados con anti-TNF en Australia y Nueva

Zelanda entre 1999 y 2009. No hubo ningln caso de tuberculosis aunque tres pacientes
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habian recibido tratamiento para infeccién tuberculosa latente sin que presentaran
reactivacion. Sin embargo, si se registraron 14 infecciones graves (2,2% de la serie). Siete
de ellas ocurrieron en los primeros seis meses de tratamiento: dos infecciones por
Varicela-Zoster, dos neumonias por P. jirovecii, dos bacteriemias por S. aureus y un caso
con sindrome gripal grave. Las otras siete infecciones aparecieron tras seis meses de
tratamiento con infliximab (media 32,6 + 24,3 meses): un caso de varicela, un sindrome

gripal grave y cinco infecciones bacterianas. Todos se resolvieron con tratamiento.

Suwannalai y colaboradores (2009) en un estudio retrospectivo comunicaron en
un total de 100 pacientes con enfermedades reumatolégicas y no reumatoldgicas tratadas

con infliximab o etanercept una incidencia de infecciones de 0,2 casos/persona-afio.

Lees y colaboradores (2009) analizando la seguridad de infliximab en un total de
207 pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal tratados en Edimburgo entre los
afios 1999 y 2007 con un tiempo medio de seguimiento de 2,4 afios (620 pacientes-afios
de seguimiento), obtienen, entre otros datos, un total de 42 infecciones (20,8%) de las que

22 fueron graves.

Salliot y colaboradores (2007) realizaron un estudio retrospectivo en 709
pacientes con procesos reumatolégicos tratados con anti-TNF entre 1997 y 2004 de los
cuales 204 recibieron mas de un tipo de anti-TNF-a con una acumulacién de ciclos de 913
(etanercept 50%, infliximab 30% y adalimumab 20%). Se comunicaron un total de 275
eventos infecciosos en un total de 245 pacientes (34,5%), de las cuales 47 fueron definidas
como graves. Las localizaciones mas frecuentes fueron respiratoria superior e inferior y
cutanea; la etiologia mas frecuente fue la bacteriana (28,2%) y todas curaron sin secuelas.
Los autores analizaron ademas las infecciones que presentaron 623 de estos pacientes
durante un periodo de control previo al inicio del tratamiento anti-TNF. La incidencia de
infecciones graves fue 3,4 + 38,7/100 pacientes-afio durante dicho periodo y de 10,5 +
86,9/100 pacientes afio durante el primer ciclo de tratamiento (p=0,03). En este estudio la

incidencia de infecciones fue mayor con infliximab que con etanercept o adalimumab.

Garcia Vidal y colaboradores (2009) realizaron un estudio retrospectivo en 94
pacientes tratados con infliximab y comunicaron un total de nueve infecciones
oportunistas: cuatro tuberculosis, una leishmaniasis, un absceso muscular por Salmonella
ssp y otro por S. pneumoniae y dos infecciones viricas, una hepatitis por virus B y una
endoftalmitis por virus Varicela-zoster. Ademas, observaron que el riesgo fue mayor

durante el primer afio de tratamiento.

23



En cuanto a los estudios disponibles con golimumab, en los ensayos en fase III para
AR, APs y EA se notificaron como reacciones adversas las infecciones en el 28,3 % de los
pacientes tratados con golimumab (incidencia de 26,3 por 100 pacientes afio, [C95%: 22,1-
33,2), de las cuales, las infecciones del tracto respiratorio superior fueron las mas
frecuentes (7,2% en pacientes tratados frente al 5,8% del grupo control). Se consideraron
infecciones graves en el 1,4 % de los pacientes tratados con golimumab y en el 1,3 % de los
pacientes control. Las infecciones graves detectadas en los pacientes tratados con
golimumab fueron tuberculosis, infecciones bacterianas, incluida sepsis y neumonia,

infecciones fngicas invasivas y otras infecciones oportunistas (Kay et al., 2015).

En los ensayos clinicos en AR controlados con placebo para certolizumab la
incidencia de casos nuevos de infecciones fue 0,91 por paciente/afio para todos los
pacientes tratados con certolizumab pegol y 0,72 por paciente/afio para los pacientes
tratados con placebo. Las infecciones consistieron fundamentalmente en infecciones del
tracto respiratorio superior, infecciones por herpes, infecciones del tracto urinario e
infecciones del tracto respiratorio inferior. El riesgo de infecciones graves con
Certolizumab 200 mg y Certolizumab 400 mg (Peto OR 3,25; IC del 95%: 1,65 a 6,39
respectivamente) es similar a otros anti TNF (Keystone et al., 2008; Michaud et al., 2014).

Finalmente, algunos registros nacionales de pacientes tratados con anti-TNF
ofrecen datos muy interesantes en tanto en cuanto recogen pacientes reales que se ajustan
perfectamente a la practica clinica diaria, si bien en la mayoria de los casos sus resultados

no son comparables.

Registro aleman: Incluye 512 pacientes con AR tratados con etanercept, 346 con

infliximab y 70 con anakinra durante un periodo de tiempo comprendido entre 2001 y
2003 y 601 pacientes tratados con fairmacos modificadores de la enfermedad (controles).
La incidencia de infecciones graves es de 22,6/100 pacientes-afio (IC 95%: 18,7-27,2) para
etanercept, 28,3 para infliximab (IC 95%: 23,1-34,7) y 6,8 en el grupo control (IC 95%: 5-
9,4) (p <0.0001). El riesgo relativo de infecciones con infliximab fue de 2,1 (IC 95%: 0,8-
5,5) en relacién al grupo control. Los autores concluyen que el uso de anti-TNF
incrementa el riesgo de infecciones en esta poblacién de pacientes que ya parten de un

riesgo mayor que la poblacién general inherente a la enfermedad. (Listing et al., 2005)

Registro francés (RATIO, Research Axed on Tolerance of biotherapies) Este registro se

cred en 2004 con el objeto de recopilar todas las infecciones oportunistas ocurridas
durante un periodo de tiempo de 3 afios en pacientes tratados con anti-TNF; el registro

incluye mas de 50.000 pacientes/afo. En diciembre de 2010 comunican 45 casos de
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infecciones oportunistas no tuberculosas en 43 pacientes tratados con anti-TNF (29
infliximab, 10 adalimumab, 4 etanercept). Un tercio de las infecciones fue bacteriana
(cuatro listeriosis, cuatro nocardiosis, cuatro micobacteriosis atipicas, tres salmonelosis
no tiphy), 40% fueron viricas (ocho herpes zoster graves, tres varicelas, tres herpes simple
extensos, cuatro infecciones diseminadas por CMV), 22% fueron fingicas (cinco PcP), tres
aspergilosis invasiva y dos criptococosis) y 4% parasitos (dos leishmaniasis). La
mortalidad por infeccién fue del 9%. El riesgo de infeccién con infliximab fue del 17,6%
(95% IC: 4,3-72,9; p< 0.0001 ) significativamente mayor que el observado con el uso de
glucocorticoides (mdas de 10 mg dia oral o bolos) en el afio previo (OR=6,3; IC 95%: 2-20;
p=0,002). (Salmon-Ceron et al., 2011)

Registro espaiiol (BIOGEAS) Cohorte prospectiva iniciada en 2002 que incluye pacientes

con enfermedades sistémicas autoinmunes graves y refractarias tratadas off-label con
terapias bioldgicas. Incluia 344 pacientes hasta julio de 2010, 77% tratados con rituximab,
11% infliximab, 6 % etanercept, 5% adalimumab y 1% con otros agentes biolégicos. Tras
un periodo medio de seguimiento de 26,76 meses se registraron 45 infecciones graves en
37 pacientes. Fallecieron cuatro pacientes. La tasa cruda de infecciones graves fue de 90,9
eventos/1000 personas-afio (112,5 con rituximab, 76,9 con infliximab, 66,9 con
adalimumab y 30,5 con etanercept). La localizaciones mas frecuente fueron respiratoria
(39%), sistémico manifestado como bacteriemia/sepsis (20%) y urinaria (16%). (Diaz-

Lagares et al,, 2011).

Después de lo comentado, se puede concluir que si bien existen datos
contradictorios entre los distintos estudios disponibles en la literatura, en la mayoria de
ellos queda patente que en la poblaciéon de pacientes tratada con anti-TNF existe una
mayor frecuencia de infecciones, pero es dificil definir el exceso de riesgo atribuido dada la
alta prevalencia basal de infecciones en pacientes con enfermedades inflamatorias
crénicas, sobre todo en las formas graves y avanzadas, y debido al uso de otros farmacos
inmunosupresores como los glucocorticoides (Keyser, 2011; Martin Garrido I, Gonzalez

Le6n R, Varela JM & Calderén EJ, 2012; Michaud et al., 2014).
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1.3 GENERALIDADES SOBRE PNEUMOCYSTIS JIROVECII

1.3.1 INTRODUCCION

Pneumocystis jirovecii, previamente conocido como Pneumocystis carinii f. sp.
hominis, continua siendo uno de los patdgenos oportunistas mas importantes que afectan
a individuos con sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) y pacientes con
inmunodepresion debida a otras causas, en los que produce una neumonia grave con una
alta tasa de morbilidad y mortalidad (Calderon, Gutiérrez-Rivero, Durand-Joly & Dei-Cas E,

2010,

Desde su descubrimiento, y durante muchos afios, Pneumocystis fue considerado
un protozoo, aunque hoy se reconoce como un hongo atipico. Inicialmente, se pensaba que
existia una sola especie del microorganismo que infectaba a todos los mamiferos y, por
tanto, se creia que la enfermedad que causa en la especie humana podria ser una zoonosis
y el reservorio cualquiera de los mamiferos con los que puede cohabitar el hombre de
forma habitual, sin causarle enfermedad. Sin embargo, estudios genéticos con técnicas de
biologia molecular han puesto de manifiesto que existen diversas especies de
Pneumocystis con una estrecha afinidad por su huésped (estenoxenismo). Por otra parte, el
desarrollo de técnicas moleculares para la identificacion de este patégeno ha permitido
estudiar mejor su epidemiologia y poner de manifiesto que la neumonia por Pneumocystis
(PcP) constituye solo la punta del iceberg de la infeccion por P. jirovecii en la especie

humana (Dei-Cas, 2000).
1.3.2 HISTORIA

Los microorganismos que hoy se conocen como Pneumocystis fueron observados
por primera vez en 1909 por Carlos Chagas (1879-1934), mientras investigaba una nueva
enfermedad que afectaba a los trabajadores de las vias del ferrocarril central en el estado
brasilefio de Minas Gerais. Chagas (1909) observé en los pulmones de cobayas que
fallecian a los cinco dias de ser inoculados con sangre que contenia un nuevo
"tripanosoma" humano, la presencia de numerosas formas esquizogdnicas que interpretd
de modo erréneo como una parte del ciclo vital del Trypanosoma cruzi, que él denominé

por ello Schizotrypanum cruzi.

Antonio Carini (1872-1950), director en ese momento del Instituto Pasteur de Sao

Paulo, hizo un afio después una descripcién similar de quistes en el pulmén de ratas
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infectadas con Trypanosoma lewisi (Carini, 1910). Sin embargo, quizas sospechando que
los quistes pudieran corresponder a un organismo desconocido, envié muestras
histolégicas a Charles Louis Alphonse Laveran, Premio Nobel por sus estudios sobre
paludismo, que en aquel momento trabajaba en el Instituto Pasteur de Paris y era uno de

los parasit6logos de mayor prestigio mundial.

En el Instituto parisino dos discipulos de Laveran, el matrimonio Delande, estaban
estudiando las infecciones presentes en las ratas de las cloacas de Paris y observaron
quistes similares en los pulmones de estos animales que no podian estar infectados por
tripanosomas. De esta forma en 1912 pudieron aclarar, revisando las publicaciones
previas y las preparaciones de Carini, que esos peculiares quistes observados por Chagas y
Carini pertenecian en realidad a un nuevo género y especie desconocidos sin relaciéon con
los tripanosomas. El matrimonio Delande sugiri6 para el nuevo microorganismo el nombre
de Pneumocystis carinii. Pneumo- por su tropismo por el pulmoén; -cystis por su morfologia
caracteristica, y carinii en honor del Dr. Antonio Carini que les habfa facilitado sus

preparaciones histolégicas (Delande & Delande, 1912).

En 1913, Ardgao sugirié que este nuevo organismo deberia colocarse dentro del
género Klebsiella, aunque reconocid su semejanza con otro protozoo encontrado en el
intestino de los ratones, el Cryptosporidium. Comenzaban asi las dudas sobre su ubicacién
taxon6émica que llevaron a que durante mucho tiempo se le considerara un protozoo.

(Calderdén-Sandubete et al.,, 2002)

Los pocos estudios que siguieron a estas descripciones iniciales estuvieron
orientados a conocer la distribucién de Pneumocystis en el reino animal. Su presencia en
una gran variedad de mamiferos (ratas, cobayas, monos y conejos en Brasil, ratas y
ratones en Gran Bretafia y ratones en Suiza) sin evidencia de enfermedad hizo cuestionar

su patogenicidad y que el interés por su estudio decayera. (Porter, 1915).

El afio inmediatamente anterior al inicio de la Segunda Guerra Mundial dos autores
de forma independiente describieron por separado una forma de neumonia de origen
desconocido que afectaba tipicamente a recién nacidos prematuros y a nifios malnutridos,
la cual se denominé neumonia intersticial de células plasmaticas y adquirié proporciones
epidémicas en Europa Central en el preludio de la Segunda Guerra Mundial y en los afios

inmediatamente posteriores (Ammich, 1938; Benecke, 1938).

En pleno apogeo de la guerra, dos cientificos holandeses, van der Meer y Brug

(1942) demuestran por primera vez una asociacion histolégica entre la neumonia
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intersticial de células plasmaticas y Pneumocystis, aunque su descubrimiento pas6 casi
inadvertido. Una década después, tres investigadores checos, Vanék, Jirovec y Lukes
(1953) hallaron la etiologia de esta forma de neumonia, por lo que son considerados con

frecuencia como sus primeros descubridores (Calder6n-Sandubete et al., 2002).

En 1974, Peter Walzer y sus colaboradores (1974) realizaron el primer estudio
clinico amplio, al recopilar datos de 194 casos confirmados de PcP. Esta investigacion
arrojé que la malnutriciéon era un factor de riesgo para desarrollar la enfermedad y
demostré ademas que esta neumonia podia presentarse en los pacientes con leucemias,

linfomas, tumores so6lidos y trasplantados.

Los afios entre 1970 y 1980 resultaron muy importantes en el estudio de
Pneumocystis, porque unido al conocimiento alcanzado mediante la microscopia
electrénica y los métodos de tincidn existentes (plata metenamina de Gomori y Giemsa),
aparecieron los primeros estudios con anticuerpos aislados de sueros de ratas. Los
resultados fueron realmente sorprendentes porque los anticuerpos procedentes de los
sueros de ratas no reaccionaban con Pneumocystis obtenidos de humanos, pero si lo
hacian con otros procedentes de ratas. Estas diferencias inmunolégicas condujeron a
Frenkel (1976) a plantear la hipotesis de que la especie de Pneumocystis que afectaba al
hombre era diferente de la que infectaba a las ratas, a pesar de no poseer diferencias
morfolégicas distinguibles. El nuevo nombre propuesto seria Pneumocystis jiroveci en
honor al cientifico checo Otto Jirovec, quien en 1951 relacionara el patégeno con la
neumonia que aparecia en los nifios prematuros y malnutridos como hemos visto

previamente.

En febrero de 1981, Sandra Ford, una auxiliar de farmacia de los centros para la
prevencidn y el control de las enfermedades (CDC) de EE. UU,, noté un incremento inusual
de las peticiones de pentamidina para el tratamiento de la neumonia por Pneumocystis que
le llegaban desde Nueva York y se dio cuenta ademas que no correspondian a sujetos con
causas conocidas de inmunodepresion. Envié una carta a sus superiores alertandolos de
estos hechos, que constituian la primera evidencia de la eclosién de la epidemia de SIDA.
Se descubria de esa manera los primeros casos de SIDA gracias a la infeccién de pacientes

por este patégeno oportunista (Calderén-Sandubete et al., 2002).

Desde ese momento y hasta la actualidad se reconoce a Pneumocystis como uno de
los principales patdgenos oportunistas que afectan tanto a pacientes infectados por el
virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) como a sujetos que presentan cualquier otra

causa de inmunosupresion (Morris et al., 2004).
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1.3.3 TAXONOMIA

La clasificacién taxonémica de Pneumocystis ha sido problematica desde su
descubrimiento y ha cambiado a lo largo de los afios. Tras su identificacién y durante afios,
Pneumocystis fue considerado un protozoo, debido a sus caracteristicas morfolégicas, su
resistencia a los antifiingicos clasicos y su respuesta al tratamiento con pentamidina.
Edman y colaboradores (1988) encontraron que la secuencia nucleotidica del gen 16 S del
ARN ribosémico de Pneumocystis presentaba mayor similitud a la de los hongos que ala de
los protozoos. Estos mismos resultados fueron corroborados por Stringer y sus

colaboradores (1989) un afio mas tarde.

Ademas, otros genes importantes como la subunidad mayor del ARN del ribosoma
mitocondrial (mt LSU rRNA) y otros siete genes contiguos mitocondriales mostraron una
significativa homologia con sus respectivos genes en los hongos. Pneumocystis tiene
también la presencia de un tercer factor de elongacion en la sintesis proteica, elemento
necesario para realizar este proceso en los hongos y no asi en los demas seres eucariotas.
Finalmente, la timidilato sintasa (TS) y la dihidrofolato reductasa (DHFR) en Pneumocystis
son dos enzimas diferentes, mientras que en los protozoos es una proteina con doble

funcidn. (Calderon-Sandubete et al., 2002).

Las técnicas moleculares también pusieron de manifiesto que existia una gran
heterogeneidad genética en Pneumocystis y una estrecha relaciéon con la especie del
huésped (Dei-Cas et al., 1998). Para reflejar estas diferencias se propuso en 1994 de forma
provisional un sistema de denominacién trinomial que utilizaba la denominacién
Pneumocystis carinii en todos los casos seguida de "forma specialis" (f. sp.). En este sistema,
el microorganismo que infecta a los humanos correspondia a Pneumocystis carinii f. sp.
hominis, mientras que Pneumocystis carinii f. sp. carinii es una de las especies que infecta a
las ratas y Pneumocystis carinii f. sp. murine el que infecta al ratdon (Pneumocystis

Workshop. Revised nomenclature for Pneumocystis carinii, 1994).

No obstante, Frenkel en 1976 ya habia propuesto el nombre de Pneumocystis
jiroveci para el patégeno que infecta al hombre que en aquel momento se consideraba un
protozoo por lo que el nombre se encontraba en concordancia con la Nomenclatura
Internacional de Codigos Zooldgicos. Sin embargo, al demostrarse que Pneumocystis
pertenecia al reino de los hongos, su nombre debia corresponder con la Nomenclatura
Internacional de Cddigos Botanicos (ICBN). Eso conllevdé a que cambiara el nombre
anterior por el de Pneumocystis jirovecii (ICBN articulos 32.7 y 60.11). Su ubicacion

taxonémica actual es en el Reino: Fungi, Phylum: Ascomycota, Clase:
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Pneumocystidomycetes, Orden: Pneumocystidales y Familia: Pneumocystidacae.

(Redhead, Cushion, Frenkel & Stringer, 2006).
1.3.4 EPIDEMIOLOGIA

Pneumocystis jirovecii es un hongo atipico, extracelular, ubicuo, unicelular, no
cultivable y con marcado estenoxenismo. Habitualmente se encuentra restringido a los
pulmones, aunque se ha demostrado su presencia en otros érganos en pacientes muy
inmonodeprimidos. En la actualidad se han registrado casos de PcP en todos los

continentes del mundo, excepto en la Antartica (Kovacs & Masur, 2009).

Microbiologia

El ciclo de vida de Pneumocystis no se conoce completamente debido a las
limitaciones de su cultivo in vitro. Se distinguen tres formas morfolégicas: las tréficas, las
esporociticas y los quistes maduros. Cada una de ellas difiere en cuanto a su forma,
tamarfio y didmetro de la pared celular. Se considera que las formas troéficas son el estadio
mas abundante en el ciclo de vida del organismo, representando entre un 90 a un 95% de
la poblacién de Pneumocystis en el pulmén del paciente infectado, pudiendo presentar

formas de reproduccién sexual y asexual (Aliouat-Denis et al., 2009)

FIGURA 2.
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Modificado por Elena Calder6n de Aliouat-Denis et al., 2009

Las diferencias estructurales de la membrana de Pneumocystis frente al resto de
los hongos radican en que éste presenta colesterol en su membrana, siendo ésta una
caracteristica de los mamiferos, y que por otro lado, carece de ergosterol en ella, lipido
constitutivo de los hongos, provocando asi su resistencia natural a la anfotericina B y otros

antifangicos (Wakefield, Stringer, Tamburrini & Dei-Cas, 1998).

Desde el punto de vista proteico, la glicoproteina mayor de superficie (MSG), es la
mas abundante en el microorganismo, presentando una gran variabilidad antigénica, que
probablemente sirva como mecanismo para evadir la respuesta inmune del huésped.
Otras proteinas importantes serian la PCSTE20 y la PCMAPK, que participan en los
cambios morfolégicos, el ciclo sexual y en la uniéon del hongo a las células del epitelio

alveolar (Kottom, Kéhler, Thomas, Fink & Limper, 2003).

La importancia de la DHPS radica en su posible vinculo con la resistencia a las
sulfamidas. Por otra parte, la identificacion de mutaciones presentes en el gen que
controla la sintesis de esta enzima resulta util para estudios de epidemiologia molecular

de Pneumocystis (Friaza, Morilla, Respaldiza, de la Horra & Calderoén, 2010).

Recientemente se ha conseguido completar la secuenciacion de los genomas de P. carinii y
P. jirovecii lo que ayudara a esclarecer cuestiones importantes sobre la biologia del
microorganismo (Sesterhenn TM, 2010; Cissé, Pagni & Hauser, 2012; Cushion & Keely,
2013).

Prevalencia e incidencia

Hasta 1980 la PcP no era frecuente y se asociaba con sindromes de
inmunodeficiencias adquiridas o situaciones de intensa inmunosupresion, en especial con
la quimioterapia oncoldgica. En la pandemia del virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH), la neumonia por Pneumocystis emergié como la enfermedad mas comtin definitoria
de SIDA en los paises industrializados. Antes de la introduccién de la profilaxis, el 60% de

los pacientes con SIDA eran identificados por presentarla. Ademas, se estim6 que hasta un

80% de los pacientes con recuentos de linfocitos CD4* menores que 200 células/mm3

podian desarrollar esta enfermedad. (Helweg-Larsen, 2004).

En la era de la terapia antirretroviral de gran actividad (TARGA) ha existido una
franca disminuciéon de muchas infecciones oportunistas y la PcP no es una excepcién. Los

casos de PcP disminuyeron anualmente un 3,2% desde 1992 hasta 1995 con la utilizaciéon
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de quimioprofilaxis, y después con la introduccién de la TARGA la tasa continud
descendiendo hasta valores de 21,5% por aino desde 1996 hasta 1998. En la actualidad, la
PcP presenta una incidencia de 9,5 episodios por 100 personas al afio en pacientes
infectados por el VIH y se observa en méas del 50% de los pacientes con SIDA (Morris et al,,

2004).

Actualmente la neumocistosis ha adquirido una importancia creciente, sobre todo,
en sujetos inmunodeprimidos no infectados por el VIH, como pacientes con cancer,
neoplasias hematolégicas, enfermedades inflamatorias crdénicas o sistémicas donde se
utilizan fAirmacos inmunodepresores potentes y en receptores de transplante de cualquier
tipo. La incidencia de la enfermedad entre estos grupos de pacientes puede alcanzar hasta

el 40 %, con un 50% de mortalidad (Russian & Levine, 2001).

La incidencia de la PcP varia de acuerdo con el tipo de proceso: oscila entre un 22 y
un 45% en aquellos pacientes con leucemia linfoblastica aguda o con linfoma no-Hodgkin;
25% en los individuos con rabdomiosarcoma y 1,3 % en los sujetos con tumores sélidos
que reciben tratamiento con esteroides. También, la PcP ha sido identificada como
complicacion del mieloma multiple y la macroglobulinemia. Por otra parte, la PcP afecta a

mas del 25% de los pacientes con inmunodeficiencia severa combinada (Sepkowitz, 2002).

En los individuos sometidos a trasplante cardiaco se ha descrito una incidencia de
PcP del 2 al 10 %, que varia de acuerdo con su distribucién mundial. Por otra parte, se ha
estimado una incidencia de PcP del 25 % en los pacientes sometidos a trasplantes de

pulmoén y de corazén-pulmoén (Cisneros et al., 1998).

Yale y Limper (1996) revisaron las historias clinicas de 116 pacientes sin infeccion
por el VIH con un primer diagnostico de PcP en la Mayo Clinic, Rochester, entre 1985-
1991, con el objetivo de ver las enfermedades subyacentes de estos enfermos y el uso de
esteroides entre otros fairmacos inmunosupresores. Mas de la mitad de los pacientes
(57%) no presentaban ninguna enfermedad neopldsica. La gran mayoria tenian de base
alguna enfermedad inflamatoria o autoinmune, representando los pacientes trasplantados

un 25% del total.

La mayoria de los pacientes recibieron esteroides el mes previo al desarrollo de la
PcP con una dosis de prednisona de 30mg/dia o dosis equivalentes de otros esteroides. Sin
embargo hasta en un 25% de ellos la dosis media de prednisona fue menor de 16mg/dia.
Por lo que su andlisis les llevo a ver que dosis de entre 16-30mg de prednisona o

equivalentes durante al menos 12 semanas (aunque describieron algunos casos en la sexta
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semana) eran un factor de riesgo independiente para el desarrollo de esta infeccion. Sin
embargo, también se han descrito casos de PcP en pacientes que reciben altas dosis de

esteroides de forma puntual (Yale & Limper, 1996).

De la misma forma, otros fAirmacos inmunosupresores como el metotrexato, la
ciclosporina y la ciclofosfamida también se han asociado con el desarrollo de PcP (Hardy,
Wajszczuk, Suffredini, Hakala, & Ho, 1984; Perruquet, Harrington & Davis, 1983). Analogos
de las purinas como la azatioprina, la cladribina o la fludarabina, solas, o en combinacién
con otros farmacos, también se han asociado a un aumento del riesgo de desarrollar PcP

(Haberthur et al., 1994; Obeid et al., 2012).

Pero es actualmente con el desarrollo de los nuevos agentes inmunomoduladores
como los inhibidores del TNF-a, de lo que hablaremos mas tarde, y otros anticuerpos
monoclonales (Rituximab, Alentuzumab, entre otros), donde se ha visto una nueva
eclosion de casos de PcP (Laros-van Gorkom, Huisman, Wijermans & Schipperus, 2007;

Kamel et al., 2010).

Por lo tanto, debe mantenerse un alto indice de sospecha por parte de los clinicos
que ven a estos pacientes que estan recibiendo o que han tomado inmunosupresores en el
pasado. Esto ademas es particularmente importante si la condicion médica subyacente en

si también afecta a las competencias inmunoldgicas del paciente.

1.3.5 CONCEPTO DE COLONIZACION

Hoy dia, como ya se ha comentado anteriormente, no se conoce de forma concreta
el ciclo biolégico de P. jirovecii, sin embargo, esta bien establecido que este hongo atipico
es estenoxénico, es decir, que tiene estricta especificidad por su huésped y recientemente
se ha reconocido su capacidad de colonizar a los seres humanos (Wissmann, Morilla,

Friaza, Calderén & Varela, 2010).

La colonizacién, se ha definido como la deteccion del microorganismo o de su ADN
en muestras respiratorias tales como el lavado broncoalveolar (BAL), esputo, lavado
orofaringeo (LOF) o material nasofaringeo de sujetos sin signos radiologicos especificos ni
sintomatologia alguna de neumonia, es decir, la persistencia en su hospedador sin
producir aparentemente enfermedad. Este estado de portador asintomatico (carrier en la

literatura inglesa) o infeccion subclinica, jugaria un papel importante en el mecanismo de
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transmision de este microorganismo, ya que los sujetos colonizados podrian actuar como
fuente de infeccion para pacientes susceptibles, como aquellos que presentan algin tipo
de inmunosupresion. Por otra parte, los propios pacientes colonizados podrian desarrollar

la PcP si presentasen una situacion de inmunodepresion (Wissmann, 2010).

Durante afios se considerd que la PcP se producia por reactivacién de una infeccién
latente y que debido a una situaciéon puntual de inmunodepresion el huésped desarrollaba
la infeccion en la forma activa. Esta idea se basaba en la alta prevalencia de anticuerpos
frente a P. jirovecii encontradas en los estudios epidemioldgicos realizados en nifios. Sin
embargo, por técnicas moleculares otros estudios demostraban que en pacientes con SIDA
se podian producir recurrencias de la PcP por microorganismos genotipicamente

diferentes (Keely & Stringer, 1997).

Asi mismo, se ha descrito la existencia de variaciones geograficas en los genotipos
de P. jirovecii en el hombre, como demuestra el estudio realizado en 5 ciudades de EE.UU:
que encontraron relacién entre el genotipo de Pneumocystis y el lugar de residencia, pero
no con el lugar de nacimiento de los sujetos con PcP, lo que apoya la idea de una
transmision persona a persona en contra de la hipodtesis de la reactivacién de una

infeccion latente (Beard et al., 2000).

A partir del concepto de infeccién de novo, viene la pregunta sobre cudl es el
reservorio de esta infeccion. Se habia propuesto un modelo de transmisién similar al de
Mycobacterium tuberculosis. Se planteaba la via aérea como vehiculo, considerando que las
formas troficas de este hongo, con un tamafio de 2 a 4 pm, similar al bacilo tuberculoso (1-
3 um), pueden ser expectoradas por el paciente infectado y mediante gotitas de Pflugge
adquiridas por los sujetos susceptibles (Ng, Yajko & Hadley, 1997). Sin embargo, estudios
mas recientes han demostrado que son las formas quisticas y no las troficas las que tienen

capacidad de transmitirse por via aérea (Martinez et al., 2013).

Un estudio llevado a cabo usando un modelo animal ha demostrado que huéspedes
sanos transitoriamente colonizados por Pneumocystis podrian servir como fuente de

infeccion y reservorio de estos microorganismos (Chabe et al., 2004).

La transmision interindividual de P. jirovecii desde pacientes hospitalizados con
PcP se ha constatado en diferentes estudios que incluian una amplia gama de lugares:
unidades pediatricas, salas de enfermedades infecciosas, unidades de cuidados intensivos,

unidades de trasplantes o salas de oncologia (Nevez et al., 2008).

34



Recientemente, se ha publicado la capacidad de un huésped colonizado por
Pneumocystis de actuar como fuente de infecciéon de la enfermedad en el seno de una
familia espafiola. En concreto se realizé un estudio epidemiolégico mediante técnicas
moleculares de reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) donde se encontrdé que el
genotipo que provoco6 la PcP en un recién nacido habfia sido el genotipo 1, probablemente
transmitido via aérea a través de sus abuelos, ya que ambos presentaban también el
genotipo 1 del gen mtLSU rRNA (el abuelo también el genotipo 3) ademas de presentar
todos ellos la forma silvestre del gen de la DHPS (Rivero et al., 2008). Sin embargo, en
otros casos no ha existido suficiente evidencia para demostrar la transmision
interindividual del microorganismo, por lo que existen resultados contradictorios en la

literatura (Olsson, Stralin & Holmberg, 2001).

En los ultimos afios, el fendmeno de la colonizacion ha despertado gran interés y se
han realizado multiples estudios que han mostrado la existencia de diferencias en las tasas
de colonizacién entre diferentes grupos poblacionales. En pacientes adultos con infeccion
VIH se han comunicado tasas de colonizacién entre el 46 y el 68% (Davis et al., 2008).
Recientemente, se ha comunicado también una alta tasa de colonizacion del 40% en nifios
con infecciéon VIH en nuestro medio, desarrollando uno de los pacientes colonizados una

PcP durante el seguimiento de 50 semanas (Gutiérrez et al., 2011).

Por otra parte, también se ha observado la presencia de colonizacién en pacientes
con enfermedades pulmonares crénicas, que pueden tener especial importancia en el ciclo
de transmision de este microorganismo al ser expectoradores crénicos. En este tipo de
pacientes se han comunicado tasas de colonizacién en torno al 40% en pacientes con EPOC
(Calderon et al.,, 2004), del 21% en pacientes con Fibrosis Quistica (Respaldiza et al.,
2005) y del 34% en sujetos con enfermedades pulmonares intersticiales difusas (Vidal et

al, 2006).

1.3.6 CLINICA, RADIOLOGIA Y EXAMENES DE LABORATORIO.

Manifestaciones clinicas

Atendiendo a la edad y a la enfermedad de base responsable de la
inmunodepresion, clasicamente se han diferenciado cuatro formas clinicas de infeccion

por Pneumocystis: asintomatica; infantil o neumonia intersticial de células plasmaticas;
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neumonitis esporadica niflo-adulto de pacientes inmunocomprometidos; e infeccién
extrapulmonar. Ademas, recientemente habria que afiadir a las clasicas la PcP asociada al
sindrome de reconstitucién inmune (Calderon, Gutiérrez-Rivero, Durand-Joly & Dei-Cas,

2010).

La PcP se presenta casi generalmente con fiebre, tos y disnea de esfuerzo. La tos
normalmente es seca y no productiva. La disnea al inicio es a esfuerzos moderados, por lo
que puede pasar inadvertida y progresar de modo gradual. La fatiga es una de las
principales quejas de los pacientes, mientas que el dolor toracico de tipo pleuritico, los
escalofrios, la hemoptisis y la sudoraciéon nocturna son menos frecuentes. Por otra parte,
la exploraciéon clinica puede mostrar taquicardia, cianosis, y crepitantes finos en la

auscultacidn de los afectados. (Thomas & Limper, 2004).

Las manifestaciones extrapulmonares no son comunes; sin embargo, la tiroiditis, la
retinitis, la aparicién de lesiones éseas y la presencia de Pneumocystis en cerebro, higado,
bazo y rifién se han descrito en alguna ocasion. (Panos, Karydis, Velakoulis & Falagas,
2007; Bartlett & Hulette, 1997; Guttler, Singer, Axline, Greaves & McGill, 1993; Dieterich,
Lew, Bacon, Pearlman & Scholes, 1992). La afectacién extrapulmonar suele ocurrir a
pacientes que han estado en tratamiento profilactico con pentamidina en aerosol o que
estaban intensamente inmunocomprometidos, generalmente en estadios de SIDA muy
avanzado.

La presentacion clinica de los pacientes afectados por PcP difiere entre los
pacientes inmunodeprimidos por el VIH y los paciente inmunodeprimidos por otras
causas, tales como enfermedades hematoldgicas, tumores, enfermedades sistémicas o
trasplantes. Asi, los pacientes con infeccidn VIH tienden a presentar una clinica subaguda,
con aparicién de disnea progresiva, tos no productiva o minimamente productiva, fiebre
de bajo grado y malestar general. En contraste, los pacientes inmunodeprimidos sin
infeccion por el VIH suelen presentar una clinica mas aguda, con disnea importante, fiebre
alta, escalofrios y algunos pueden requerir inicialmente de forma urgente ventilacion
mecanica. De hecho, la insuficiencia respiratoria en este grupo lleva a una mortalidad total
de hasta el 40% (Festic, Gajic, Limper & Aksamit, 2005). En contraposiciéon con los
pacientes con infecciéon por el VIH donde la insuficiencia respiratoria que precisa

ventilaciéon mecdanica no supera el 27%. (Huang, 2005).

Curiosamente, los pacientes con infeccion por el VIH suelen tener mayor cantidad
de microorganismos en el lavado broncoalveolar (LBA) que los pacientes

inmunodeprimidos sin esta infeccidn, pero esto no parece correlacionarse con una peor
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oxigenacién. De hecho, se ha demostrado contrariamente, que los pacientes infectados por
el VIH con PcP tienden a tener mayores presiones arteriales de oxigeno y un gradiente
alevolo-arterial de oxigeno menor que los pacientes sin infeccién por el VIH. En contraste,
el nimero de neutrofilos y células proinflamatorias parece que se correlaciona mas que el
ndmero de microorganismos con el grado de oxigenacién durante el desarrollo de una
PCP, lo que sugiere que los pacientes que presentan una mayor respuesta inflamatoria
estan sometidos a un mayor riesgo de desarrollar una insuficiencia respiratoria aguda en
comparacion con los que presenten unos niveles de inflamacién local pulmonar menores

(Limper, Offord, Smith & Martin II, 1989).

En este sentido, se ha publicado que las tasas de mortalidad por PcP son diferentes
en estos dos grupos, en aquello sin infeccion VIH oscilan entre el 30 y el 60 %, frente al 10-

20% de los pacientes con infeccion por el VIH (Thomas & Limper, 2004).

Manifestaciones radioldgicas

Los hallazgos radiologicos de la PcP generalmente no son especificos y pueden
variar desde una radiografia de térax normal (10-39%) o casi normal, asociada a un mejor
prondstico de la enfermedad, a diferentes grados de infiltrados pulmonares, generalmente
bilaterales y simétricos. En pacientes con infeccion por el VIH con cuadro clinico
compatible esta radiologia tipica se correlaciona altamente con la probabilidad diagnéstica
de PcP, no siendo asi en pacientes inmunodeprimidos sin infecciéon por el VIH donde la

radiologia no es tan 1til por ser poco expresiva o muy variable. (Opravil et al., 1994).

Otros patrones menos comunes serian: los infiltrados lobares, los nodulos
pulmonares, los neumatoceles y otros cambios quisticos, y la paricién de neumoto6rax.
(Jasmer et al, 2000). Estas alteraciones son de nuevo mas frecuentes en pacientes
intensamente inmunocomprometidos y en los pacientes tratados con pentamidina en

aerosol (Edelstein & McCabe, 1990).

A veces ante la sintomatologia clinica, y una radiografia de térax normal es
necesario recurrir a enfoques radiolégicos mas sensibles como la tomografia axial
computerizada de torax de alta resolucién (TACAR). El hallazgos mas tipico en TACAR es
la presencia de opacidades bilaterales en vidrio esmerilado y menos frecuentemente
lesiones reticulares, granulares, o la aparicidon de lesiones quisticas. (Hidalgo et al., 2003).

Otras técnicas radioldgicas como la tomografia por emisién de positrones con 18-
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fluorodeoxiglucosa (FDG-PET) y la gammagrafia con Ga-67 han sido utilizadas como
herramientas potenciales para ayudar en el diagndstico precoz de la PcP (Zhuang & Alavi,

2002). Pero actualmente, debido a las técnicas de biologia molecular, estan en desuso.

Exdamenes de laboratorio

Los exdmenes de laboratorio de rutina no son utiles para el diagndstico de la PcP y
frecuentemente reflejan las alteraciones producidas por la enfermedad subyacente del
paciente. Diferentes estudios han mostrado valores elevados de lactato deshidrogenada
(LDH) en sueros de pacientes con esta enfermedad con una sensibilidad del 82 al 100 %
(Tasaka et al,, 2007). No obstante, su interpretacion debe ser muy prudente y cautelosa,

porque también existen casos confirmados con valores normales.

La determinacién sérica de 1-3 b-D-glucano, el principal componente de la pared
celular de muchos hongos, es una prueba util para el diagndstico de la candidiasis y la
aspergilosis invasiva, pero también puede emplearse para la PcP. En este sentido, Tasaka y
colaboradores (2010) encontraron una sensibilidad del 92,3 % y una especificidad del
86,1 % para esta prueba en pacientes con PcP . Otros autores observaron una reduccién en
los niveles de 1-3 b-D-glucano en pacientes con PcP que respondian al tratamiento, lo cual
sugiere que esta prueba podria ser util para monitorizar la respuesta terapéutica
(Nakamura et al,, 2009). Por otra parte, Shimizu y colaboradores (2009) han mostrado que
los niveles séricos de 1-3 b-D-glucano pueden ser ttiles para distinguir la colonizacién por

P. jirovecii de 1a PcP en pacientes con neumopatias intersticiales.

1.3.7 METODOS DE DIAGNOSTICO

La herramienta de diagndstico mas importante para la infeccion por Pneumocystis
es una alta sospecha clinica. En el ambito clinico, un paciente inmunodeprimido con
aparicion de disnea o sintomas compatibles con esta neumonia, con o sin los hallazgos
radioldgicos especificos, debe hacernos sospechar y realizar una buisqueda activa de este

patégeno, sobre todo si no estan recibiendo quimioprofilaxis.

No disponer de un medio de cultivo in vitro para Pneumocystis constituye una
limitacién importante. Durante muchos afios, el diagndstico de la infeccién por P. jirovecii

se ha basado en la visualizacién microscépica del microorganismo, usando técnicas como
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el Azul de Toluidina y el Giemsa o con técnicas de inmunofluorescencia usando
anticuerpos monoclonales en muestras respiratorias. La sensibilidad de estas técnicas
depende de varios factores tales como el tipo de muestra (LBA, esputo, tejidos, etc.) y la
calidad de las mismas, el nimero de organismos presentes y la experiencia del personal

del laboratorio. Ademas, todas estas pruebas tienen sus propias ventajas y desventajas.

Estas técnicas, que resultan ttiles en casos de PcP en pacientes con infeccién por
VIH con alta carga de microorganismos, carecen de suficiente sensibilidad para el estudio
de pacientes con esta neumonia sin infecciéon VIH o para el estudio de la colonizacion
donde las cargas parasitarias también son mucho menores. Por este motivo se han
desarrollados técnicas de diagndstico molecular mas sensibles basadas en la amplificacion
y deteccion de fragmentos del ADN de Pneumocystis y en los tltimos 20 afios se ha podido
identificar la presencia de este microorganismo en diferentes muestras clinicas: LBA, LOF,
esputo, o aspirados nasofaringeo, tanto en pacientes con PcP como en colonizados

(Calderon, Gutiérrez-Rivero, Durand-Joly & Dei-Cas E, 2010).

Se han desarrollado multiples protocolos que utilizan distintos genes de
Pneumocystis. La primera prueba de la utilidad del empleo de métodos moleculares para la
deteccién de P jirovecii en muestras clinicas fue aportada por Anna Walkefield y sus
colaboradores (1990). Desde entonces y hasta la actualidad, 17 genes del patégeno se han
utilizado con fines diagndsticos y para estudios de caracterizacidn genotipica (Ripamonti
et al,, 2009). Los principales genes utilizados incluyen el gen de la proteina de choque
térmico (HSP70) (Huggett et al.,, 2008), el gen de la DHFR (Bandt & Monecke, 2007), gen
de la DHPS (Alvarez-Martinez et al, 2006) y el gen de la CDC2 (Arcenas et al., 2006).

La amplificacién mediante PCR del gen de la regién mitocondrial de la subunidad
mayor del ARN ribosomal (mtLSU rRNA) es la mas utilizada; sobre todo, para estudios con
fines diagndsticos y de epidemiologia molecular, debido a que es un gen multicopia, que el
ARN tiene menos viabilidad si el microorganismo no esta presente (a diferencia del ADN)
y que al ser mitocondrial presenta poca variabilidad porque no sufre recombinaciones,
solo mutaciones generacionales. De hecho, esta técnica se ha propuesto como método de
referencia para el estudio de la infeccion por este hongo (Helweg-Larsen, Jensen &
Lundgren, 1997).

Se han encontrado diferentes polimorfismos para el mtLSU rRNA que
establecerian unos genotipos determinados, de entre ellos, los mas prevalentes serian:

tipo 1 (85 C/248 C), tipo 2 (85 A/248 C) y tipo 3 (85 T/248 C)(Montes-Cano M et al, 2009)
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Por otra parte, la utilizacién de un protocolo de PCR anidada para esta region
gendémica ha demostrado tener una alta sensibilidad, de mas del 95%, y una buena
especificidad, cercana al 88%, para detectar la presencia de colonizacién por P. jirovecii en
pacientes no inmunodeprimidos utilizando muestras de LOF lo que resulta especialmente

interesante para su aplicacion en estudios epidemiolégicos (Respaldiza et al, 2006).

Otro gen objeto de especial interés es el que codifica la DHPS por su posible
vinculacidn al desarrollo de resistencias a las sulfamidas. Por lo que, estudios orientados a
detectar la presencia de mutaciones en el gen de la DHPS y su relacion a la respuesta al

tratamiento o a la profilaxis estan en auge (Calderon et al., 2004).

1.3.8. TRATAMIENTO Y PROFILAXIS
Tratamiento

El tratamiento recomendado de la PcP se ha mantenido sin cambios durante
muchos afios, siendo trimetoprim-sulfametoxazol (TMP-SMX) el farmaco de eleccién de
primera linea. En cuanto a los agentes de segunda linea los datos son mas limitados. La
duracion media del tratamiento en pacientes con infeccidon por el VIH debe ser 21 dias,
mientras que los pacientes sin infeccion por el VIH la duracién podria ser de dos semanas,
aunque siempre dependera de la evolucion clinica del enfermo y de la decisién de su
médico. A continuacidn, se expone en la tabla 2, las pautas habituales de tratamiento para

la PcP:

Tabla 2: PAUTAS DE TRATAMIENTO PARA PCP

FARMACO DOSIS Y VIA DE ADMINISTRACION INDICACIONES / COMENTARIOS
DE ELECCION
TMP-SMX 15-20mg/kg/dia (TMP) + Iv para casos graves
75-100mg/kg/fia (SMX) Via oral para casos leves o moderados
Iv u oral (3-4 dosis al dia) Puede cambiarse de via iv a oral cuando exista

una mejoria clinica

Deben monitorizarse los farmacos

TRATAMIENTOS
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ALTERNATIVOS

Pentamidina

Primaquina +

clindamicina

Atrovaquona

TMP + dapsona

4mg/kg/dia iv o im

30mg/dia oral + 600mg/ 3 veces al dia

750mg dos veces al dia

5mg/kg 3 veces al dia + 100mg/dia

Casos moderados o graves

Alta frecuencia de toxicidad

Casos moderados o graves

Realizar test del déficit de G6PD previo al uso de

primaquina por riesgo de hemolisis

Casos leves o moderados

Casos leves o moderados

Riesgo de metahemoglobinemia y hemolisis.

Realizar test del déficit de G6PD

* Terapias complementarias

El uso de corticosteroides puede reducir la respuesta inflamatoria pulmonar
causada después de iniciar el tratamiento para la PcP. En pacientes con SIDA se ha
relacionado con un beneficio significativo en la prevencion del deterioro de la oxigenacion
en los primeros siete dias de tratamiento, la mortalidad y la intubacién, con un 50% de
reduccion. (Briel, Boscacci, Furrer & Bucher, 2005). Estaran indicados en pacientes
infectados por VIH con una PcP moderada-grave que presenten hipoxemia (Pa0; <70 mm
Hg aire ambiente o un gradiente alveolo-arterial de oxigerno >35). En estos casos, los
corticosteroides se deben administrar lo antes posible dentro de las 72 horas después de
comenzar el tratamiento antibiotico. En los pacientes sin infeccién por VIH y con PcP
grave una dosis de 60 mg o mas de prednisona parece presentar mejores resultados

(Pareja, Garland & Koziel, 1998).

* Nuevos abordajes

Una de las caracteristicas de identificacion de P jirovecii es la presencia de (1,3) -b -
D- glucano en su pared celular (Kottom TJ and Limper AH. 2000), por lo que las
equinocandinas como la caspofungina, que tienen como objetivo la sintesis de (1,3) -b- D-
glucano, estan siendo utilizadas para el tratamiento de la PcP con éxito (Annaloro et al

2006, Armstrong-James et al 2011)

Profilaxis
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A pesar de que la mayoria de las guias clinicas sobre profilaxis primaria y
secundaria se han realizado en pacientes infectados por el VIH, cada dia toman mas
importancia aquellos pacientes inmunodeprimidos sin infecciéon por el VIH, en especial
aquellos que estan recibiendo esteroides y otros firmacos inmunosupresores, ya que
deberian ser considerados sujetos en riesgo de desarrollar una PcP, por lo que se
beneficiarian de la profilaxis frente a Pneumocystis, tal y como se propuso en 2006 en el
Official American Thoracic Society Workshop on Pneumocystis (Huang, Morris, Limper &
Beck, 2006).

Como ya se comento6 anteriormente, la PcP, que fue la causa mas comun de muerte
entre los pacientes infectados por el VIH antes de la llegada de la profilaxis de rutina,
continua siendo la etiologia mas frecuente de infeccidn oportunista grave en estos
pacientes. Las guias recomiendan iniciar la profilaxis primaria frente a PcP en personas
con infeccién por el VIH, en adolescentes y adultos, incluyendo embarazadas y los
pacientes bajo TARGA, cuando el recuento de células CD4 es inferior a 200 células/mm3 (o
CD4 menores de un 15% de los linfocitos totales con alguna enfermedad definitoria de
SIDA) o el paciente tiene antecedentes de candidiasis orofaringea (Panel de expertos de
Grupo de Estudio del Sida 2008)

Las recomendaciones de profilaxis para nifios infectados por el VIH dependen de la
edad. La quimioprofilaxis debe realizarse siempre en nifios de seis afios 0 mas, basado en
las directrices de adultos, para nifios de uno a cinco afios si el recuento de CD4 es inferior a
500 células/mm3 o porcentaje de CD4 es inferior al 15%, y para todos los lactantes
infectados por el VIH menores de 12 meses y recomiendan la profilaxis secundaria a todos
aquellos pacientes con infeccion VIH que han presentado una PcP y suspender segin los
criterios generales. En cuanto a los sujetos sin infeccion VIH no existen suficientes datos,
pero se recomienda continuar la profilaxis hasta que desaparezca la situaciéon de
inmunodepreisén. La profilaxis se debe suspender en pacientes infectados por VIH,
adultos y adolescentes, que han respondido a la terapia TARGA con un aumento de células
CD4 mayores de 200 células/mm3 durante mas de tres meses. La profilaxis debe ser
introducida de nuevo si el recuento de células CD4 disminuye a menos de 200

células/mma3. (Centers for Disease Control and Prevention, 2009; Mofenson et al., 2009).

A continuacion, se expone en la tabla 3 las pautas habituales de profilaxis para la

PcP:

Tabla 3: PAUTAS HABITUALES DE PROFILAXIS FRENTE A PCP
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FARMACO DOSIS Y ViA DE ADMINISTRACION

DE ELECCION
TMP-SMX TMP 160mg/SMX 800mg 1 comprimido al dia
TMP 160mg/SMX 800mg 1 comprimido 3 veces a la semana
TMP 80mg/SMX 400mg 1 comprimido al dia
TRATAMIENTOS

ALTERNATIVOS

Dapsona 50mg dos veces al dia 0 100mg al dia
Atrovaquona 750mg dos veces al dia 0 1500mg en suspensiéon
Pentamidina 300mg en aerosol o 4mg/kg iv de forma mensual

1.4. NEUMONIA POR PNEUMOCYSTIS JIROVECII COMO
COMPLICACION DEL TRATAMIENTO CON FARMACOS ANTI-

FACOTR DE NECROSIS TUMORAL.

Kaur y Mahl (2007) revisaron los casos de pacientes en tratamiento con infliximab
en los que se hubiese comunicado como efecto adverso el desarrollo de una PcP, entre
Enero de 1998 y Diciembre de 2003 mediante la bases de datos de la FDA “Adverse Event
Reporting System” (AERS). Se comunicaron 84 casos de PcP en relacion con infliximab. Los
pacientes presentaban una edad media de 55 afios, con diferentes enfermedades
sistémicas de base entre las que se encontraban: AR, EC, CU, EA, APs, dermatomiosistis,
Granulomatosis de Wegener y enfermedad de Still. Asi mismo, seis de los 84 pacientes
tenian enfermedad pulmonar crénica, incluyendo asma, fibrosis pulmonar y bronquitis. El
tiempo medio entre la infusién de infliximab y el inicio de los sintomas de neumonia fue de
21 + 18 dias; (n = 40). Los pacientes habian recibido un promedio de 2,1 + 1,3 infusiones

antes de la aparicién de los sintomas. Presentaron una mortalidad del 27 % (23 casos).

Posteriormente, Komano y colaboradores (2009) realizaron un estudio
retrospectivo de casos y controles de 21 pacientes que desarrollaron PcP durante el
tratamiento con infliximab para su AR, frente a los 102 pacientes con infliximab para AR
que no la desarrollaron. Detectaron que la duracién media del tiempo de la infusiéon de
infliximab para el desarrollo de PcP fue de 8,5 semanas. La dosis media de prednisona y
metotrexato fue de 7,5mg/dia y 8mg/semana, respectivamente. Los pacientes con PcP

tenia los niveles de albiimina sérica significativamente menor (p <0,001) y menores
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niveles séricos de IgG (p <0,001) que los pacientes sin PcP. Aunque 16 de los 21 pacientes
con PcP desarrollaron insuficiencia respiratoria aguda, llama la atenciéon que todos
sobrevivieron. A pesar de que inicialmente el grupo de pacientes con PcP presentaba una
mayor edad, un mayor porcentaje de enfermedades pulmonares crénicas y fueron
tratados con una mayor dosis de esteroides al inicio del tratamiento de la AR, al realizar la

correccion de Bonferroni los resultados no fueron estadisticamente significativos.

En Jap6n, se han llevado a cabo varios programas de vigilancia post-
comercializacion con los anti-TNF mas usados en AR, realizdindose un seguimiento para
detectar los efectos adversos documentados con el uso de estos farmacos. Inicialmente se
realizd con Infliximab, donde se incluyeron a todos los pacientes con AR que recibian
tratamiento con infliximab, con un periodo de seguimiento de seis meses para cada
paciente (Takeuchi et al, 2008). De los 5.000 pacientes seguidos, se notificaron 144
infecciones del tracto respiratorio superior tipo neumonia, donde se identificaron 108
pacientes (2,2%) con neumonia bacteriana, 14 pacientes (0,3%) con tuberculosis y 22
pacientes (0,4%) con PcP, proporcion mucho mayor que la comunicada en EE.UU.
Asimismo, con el Etanercept, se ha realizado un estudio de vigilancia similar al anterior,
donde se identificaron 16 casos (0,23%) que desarrollaron una PcP en el periodo de
seguimiento de los 7.091 pacientes con AR que recibian etanercept incluidos. (Koike et al,,

2011).

En el estudio post-comercializacién del Adalimumab, también realizado en Japon
entre junio 2008 y diciembre de 2009, se analizaron 3000 pacientes que recibian este
farmaco para AR. Se notificaron 73 infecciones como efecto adverso, siendo las mas
comunes las del tracto respiratorio seguido de las de piel y partes blandas. De ellas, 35
fueron casos de neumonias (1,2% del total de pacientes) de las cuales 20 fueron graves,
cuatro casos de tuberculosis y nueve casos de PcP grave (0,3% de todos los eventos
adversos). Estos programas de vigilancia post-comercializacidn, muestran que la PcP es
mas comun de lo esperado en pacientes que reciben terapia anti-TNF en Jap6n, mayor

incluso que los casos de tuberculosis.

Por otro lado, en Australia y Nueva Zelanda, tal y como se ha comentado antes, en
la serie de Lawrence y colaboradores (2010) se analizaron las complicaciones infecciosas
graves en una poblacion de 5562 pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal
tratados con anti-TNF, infliximab y adalimumab, entre 1999 y 2009. Ademas de no

encontrar de forma sorprendente ningin caso de tuberculosis (tres pacientes habian
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recibido tratamiento para infeccion tuberculosa latente sin que presentaran reactivacion)
si encontraron 14 infecciones graves (2.2% de la serie), siete de ellas ocurrieron en los

primeros seis meses de tratamiento; de las cuales dos de ellas eran PcP.

Hasta el momento, no se han publicado en los estudios de postcomercializacién ni
en serie de casos de pacientes que estdn en tratamiento con golimumab ni certolizumab
pegol, episodios de PcP directamente relacionados con estos farmacos. Probablemente

esto se deba a que llevan poco tiempo en el mercado.
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2 JUSTIFICACION DEL TRABAJO

La colonizaciéon podria suponer un riesgo para desarrollar PcP en pacientes

tratados con anti-TNF.

En este sentido, en un estudio experimental con ratas que estaban colonizadas por
Pneumocystis carinii, se pudo comprobar como al someterlas a inmunosupresién con
corticoides desarrollaban en un periodo de seis a 14 semanas una PcP (Dei-Cas, Brun-

Pascaud, Bille-Hansen, Allaert & Aliouat, 1998).

En otro estudio en pacientes trasplantados que recibian terapia inmunosupresora,
se observd un caso de PcP en un paciente previamente colonizado que no estaba
recibiendo profilaxis especifica (Leigh, Wakefield, Peters, Hopkin & Collins, 1992). En la
misma linea, Mori y colaboradores (2008) publicaron la aparicién de una PcP en una
persona mayor que estaba recibiendo pequefias dosis de metotrexato y previamente

estaba colonizada por P. jirovecii.

Todos estos datos refuerzan la idea de que la colonizacién por P. jirovecii
constituye un riesgo para el desarrollo de PcP en sujetos sometidos a inmunosupresion.
Sin embargo, no existe informacidén suficiente sobre la frecuencia de colonizacién por P.

jirovecii en paciente tratados con farmacos anti-TNF y su riesgo de desarrollar PcP.
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3.

HIPOTESIS DE PARTIDA

TNF-a es una citoquina proinflamatoria que desempefia un papel fundamental en
el control de la infeccién por P. jirovecii, por ello es posible que el efecto de los fArmacos
anti-TNF, al inhibir la accién de esta citoquina, pudiera favorecer tanto la colonizacién por
P. jirovecii como el desarrollo posterior de PcP en los pacientes que reciben este tipo de

tratamientos.

Actualmente no existe informacion suficiente sobre la frecuencia de colonizacién

por P. jirovecii en paciente tratados con fArmacos anti-TNF y su riesgo de desarrollar PcP.
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4.

OBJETIVOS

4.1.- Conocer la prevalencia de colonizacién por Pneumocystis jirovecii en pacientes que
reciben tratamiento con farmacos anti- TNF-a (infliximab, adalimumab o etanercept) y si

existe diferencia de prevalencia segun el tipo de farmaco y enfermedad de base.

4.2.- Conocer las caracteristicas epidemiolégicas y los potenciales factores de riesgo para
la colonizacion por P. jirovecii en estos pacientes. Presencia de enfermedad pulmonar
previa, habito tabaquico, tratamiento con corticoides sistémico, uso de otros

inmunosupresores o empleo previo de sulfamidas, entre otros.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 POBLACION

Se incluyeron pacientes no seleccionados con enfermedades autoinmunes
sistémicas (AR, APS, PS, EA) atendidos en las consultas especializadas del Hospital
Universitario Virgen del Rocio que recibian farmacos anti-TNF-o: infliximab, adalimumab
o etanercept y que cumplieron todos los criterios de inclusiéon y no tenfan causas de

exclusion.

Criterios de inclusién:

e Pacientes mayores de 18 afios

e Pacientes diagnosticados de artritis reumatoide (AR), artritis psoriasica
(AP), psoriasis (PS) o espondilitis anquilosante (EA) que reciban farmacos

anti-TNF por alguna de la indicaciones actuales
e Pacientes que firmen el consentimiento informado

Criterios de exclusién:

e Pacientes menores de 18 anos

e Tratamiento con farmacos anti-TNF por uso compasivo fuera de las

indicaciones actuales
e Pacientes con infeccién por VIH

e Pacientes con enfermedad neoplasica activa o que reciban tratamiento con

quimioterapia

e Pacientes embarazadas

Como controles se incluyeron pacientes diagnosticados de AR, EA, APS atendidos
en las mismas consultas que no recibian farmacos anti-TNF y que cumplieron el resto de

criterios inclusién y no tuvieron causas de exclusion.
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Tamaiio muestral

Para el calculo del tamafio muestral utilizamos como referencia la prevalencia de
colonizacion por P. jirovecii del 20% encontrada en un estudio previo realizado entre el
personal que se incorporaba a trabajar en nuestro centro y que no estaba recibiendo

ningun tipo de tratamiento inmunosupresor (Medrano et al., 2005).

De esta forma, estimando una prevalencia en los pacientes controles sin
tratamiento con fairmacos anti-TNF del 20% y doble en los tratados con fAirmacos anti-TNF
para una potencia del 75% y un nivel de confianza del 95% calculamos con el programa

EPIDAT que se necesitarian 63 sujetos no expuestos a farmacos anti-TNF y 126 expuestos.

Finalmente se incluyeron un total de 195 pacientes, de los cuales, 63 fueron
pacientes del grupo control sin antecedente ni uso actual de ningin farmaco bioldgico
anti-TNF, 62 pacientes que recibian tratamiento con infliximab, 40 pacientes con

etanercept y 30 pacientes con adalimumab.
Ambito

El proyecto se ha realizado con la colaboracién de los Servicios de Medicina

Interna, Reumatologia y Farmacia del Hospital Universitario Virgen del Rocio de Sevilla.

Los estudios de las muestras bioldgicas se realizaron en las instalaciones con las
que cuenta nuestro grupo de investigacion en el Instituto de Biomedicina de Sevilla (IBiS) .
Este grupo, coordinado por el director de esta tesis, que integra tanto a invetigadores
basicos como a clinicos cuenta ya con una contrastada trayectoria en el ambito de la
investigacion en la epidemiologia y la fisiopatologia de la infeccion humana por

Pneumocystis.
Método

Los pacientes se identificaron de forma consecutiva desde el Servicio de Farmacia
del Hospital Universitario Virgen del Rocio en el momento en que se recibia la
prescripcidn de estos farmacos del facultativo que los atendia. Cada paciente se incluy6 en
el estudio tras notificar al clinico responsable del paciente y obtener el consentimiento

informado firmado del paciente.

A todos los pacientes incluidos en el estudio, se les realizé una encuesta clinico-
epidemiolodgica especifica donde se recogia informacién en cuanto a edad, sexo, habito

tabaquico, presencia de enfermedad pulmonar crénica previa, antecedente de neoplasia o

50



trasfusion sanguinea, uso de esteroides, uso de otros inmunosupresores y uso de profilaxis
mediante farmacos frente a Pneumocystis en los ultimos seis meses y antecedente de haber

estado ingresado en el afio previo a la recogida de muestras.

5.2 TECNICAS DE LABORATORIO

5.2.1 RECOGIDA DE MUESTRAS

En la visita donde se les realizé la encuesta clinico-epidemiolégica se procedié a la

obtencidn de las muestras de lavado orofaringeo (LOF).

Para ello, cada paciente realiz6 un minuto de gargarismo con suero fisiolégico
estéril que después se recogié en un envase adecuado. En todos los casos la muestra fue
inmediatamente criopreservada hasta su posterior estudio mediante técnicas moleculares
en el laboratorio del IBiS. Las muestras de lavado orofaringeo han sido validadas para la
deteccion de la colonizacién de Pneumocystis en humanos en estudios previos realizados

por nuestro grupo (Respaldiza et al., 2006).

5.2.2 PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

* Extraccion de ADN

La extraccién de ADN se realiz6 a partir de cada alicuota de 500 pl de LOF con el
Kit comercial NucleoSpin Tissue (Macherey-Nagel), previa digestién a 56°C, en agitacion,
durante 4 horas, con Proteinasa K a una concentraciéon de 14mg/ml, EDTA 2mM y SDS al

10%. E1 ADN extraido se eluy6 con 55 pl de agua ultrapura.

* Deteccion de P. jirovecii mediante PCR a Tiempo Real

Para la deteccion de P. jirovecii por la técnica de PCR a tiempo real (PCR-RT) se usé
el equipo LightCycler 1.5 (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Germany) y el
LightCycler® FastStart DNA Master SYBR Green I (Roche Molecular Biochemicals). La
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PCR-TR se realizé en un volumen final de 20 puL, con los cebadores pAZ102-Xy pAZ102-Y a
una concentracién de 250 nM cada uno, MgCL,; 1mM y partiendo de 2 pl de ADN de la

muestra.

Tras una etapa inicial a 95°C durante ocho minutos para activar al enzima, la
amplificacidn se realiz6 con 40 ciclos, incluyendo cada uno una etapa de desnaturalizacion
(95°C durante 5 segundos), otra de anneling (55°C durante 15 segundos), extension (72°C
durante 10 segundos) y una etapa final a 762C durante un segundo para medir la sefial de
fluorescencia unicamente de la sonda unida especificamente al ADN (Tabla III). El
producto de amplificaciéon se detecté usando el SYBR Green I, que emite fluorescencia
cuando se une a la doble cadena de ADN. La tabla siguiente (tabla III) muestra el programa
que se llevé a cabo. Se consideraron positivas las muestras que amplificaron antes del ciclo

35 y presentaban una Tm entre 77 y 82 °C.

Tabla 3: AMPLIFICACION MEDIANTE PCR-TR

ETAPA Ne CICLOS TEMPERATURA (2C) TIEMPO
Desnaturalizacion 1 95 8 minutos
Amplificacién 40 95 5 segundos

55 15 segundos

72 10 segundos

76 1 segundo
Melting 1 95 30 segundos

65 30 segundos

95 0 segundos
Enfriamiento 1 40 30 segundos
* Controles de Calidad
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Las muestras se procesaron en el laboratorio a ciegas y bajo cddigo. La extraccion
del ADN, la preparacion de la mezcla de reaccidn, la adicion del ADN a la mezcla de la PCR,
la amplificacién por PCR y la deteccion se realizaron en diferentes areas del laboratorio.

Asimismo, para evitar falsos positivos, se utilizaron puntas con filtro en cada paso.

Por otra parte, en cada experimento se utilizaron controles positivos y negativos

de agua estéril que permitieron detectar la posibilidad de contaminacion cruzada.

En todas las muestras que resultaron negativas se estudié también la presencia
del gen de la beta globina humana para descartar procesos de inhibicién en la reaccién de
la PCR que pudieran estar condicionadas por la presencia de inhibidores de la
amplificacion del ADN en la mezcla de reaccidn o por una deficiente calidad de la muestra.
Un resultado positivo utilizando la PCR para la beta globina humana con los cebadores
BGLO-1 (5°-ACA CAA TGT GTT CAC TAG CA-3") y BGLO-2 (5-CAA CTT CAT CCA CGT TCA
CC -3") demostraba que un resultado negativo en la PCR de P. jirovecii no era debido a la

inhibicién de la reaccién (Saiki, 1985).

* Definicion de colonizacién por Pneumocystis

Para los propdsitos de este estudio, se considerd6 que un paciente estaba
colonizado por Pneumocystis jirovecii cuando se identific6 en muestras de enjuague
orofaringeo la presencia de ADN en dos extracciones mediante técnicas de PCR-RT en
ausencia de sintomas o signos de neumonia. (Calderén, 2009; Wissmann, Morilla, Friaza,

Calderén & Varela, 2010).

5.3 ANALISIS DE DATOS

Los datos epidemiolégicos, clinico-biologicos y moleculares se recogieron en un
formato informatizado. Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando el paquete

estadistico SPSS version 18.0.

Los datos cuantitativos que presentan una distribucién normal (Shapiro-Wilkins),
se expresan con su media y su desviacion estandar. Aquellos datos basales cuantitativos
que no se distribuyen normalmente se expresan con su mediana y rango intercuartilico.

Los datos cualitativos se expresan con una distribucion de frecuencias.
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Se ha realizado una estimacién de la prevalencia de colonizacidn por P. jirovecii de
forma global en el grupo de casos y en los controles, asi como para cada grupo de

tratamiento.

Para la comparaciéon de variables cualitativas se ha aplicado el test de X2 con
correccion de continuidad (Yates) y en aquellos casos en que fue necesario el test exacto

de Fisher.

Para determinar la asociacidn entre la presencia de colonizacién y los diferentes
factores considerados se ha utilizado la prueba de T de Student (o U de Mann-Whitney

en caso de distribucién no paramétrica).

Posteriormente para valorar correctamente la asociacién se identificaron los
posibles factores de confusion y modificadores del efecto existentes. Para ello, se ha

llevado a cabo un analisis estratificado por los diferentes valores de las otras variables.

Una vez identificados los mencionados factores, se aplicé un modelo de regresion

lineal para intentar controlarlos y minimizar su efecto.

5.4 ASPECTOS ETICOS

Durante el desarrollo de esta tesis doctoral se han aplicado los principios éticos
recogidos en la ultima revision de la declaracién de Helsinki. Los datos obtenidos en el
estudio se han utilizado exclusivamente para obtener conclusiones cientificas. La
identidad de los pacientes se ha mantenido oculta a los investigadores del estudio y solo
era conocida por el clinico responsable de cada paciente. El manejo de los pacientes donde
se identificé la presencia de colonizacién por P. jirovecii se dejé a criterio de su médico
responsable segun la “lex artis ad hoc”. En todos los casos se solicito el consentimiento
informado del paciente para participar en el estudio. Este proyecto ha contado con la
aprobacién del Comité Etico de los Hospitales Universitarios Virgen del Rocio de Sevilla al
formar parte de un proyecto de investigacion del programa ERA-Net PathoGenoMics:
“Pneumocystis PathoGenoMics: Unravelling the colonization to disease shift” (GEN2006-
27760-E/PAT).
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6. RESULTADOS

6.1 DESCRIPCION DE LOS GRUPOS DE PACIENTES

Tal y como se ha comentado previamente, los pacientes que se incluyeron en el estudio
finalmente fueron un total de 195, con la siguiente distribucién: 63 pacientes en el grupo
control que no recibian ningiin fArmaco anti-TNF segun criterio del clinico responsable de
su atencién y correspondian al 32,2% del total de pacientes, 62 pacientes que recibian
infliximab y representaban un 31,8% del total de pacientes, 40 pacientes que recibian
etanercept y que correspondian al 20,5% del total de la muestra y 30 pacientes que

recibian adalimumab y por tanto, representaban al 15,4% del total de pacientes.

Tabla 4. DISTRIBUCION DE LOS PACIENTES SEGUN FARMACO

B ADALIMUMAB
W ETANERCEPT
m INFLIXIMAB

m CONTROL

0 10 20 30 40 50 60 70
Numero de pacientes

Las enfermedades de base de los pacientes fueron: AR en 118 pacientes representando
un 60,5% siendo la enfermedad mas prevalente, seguida de la EA con 39 pacientes
representando un 20% de la muestra, y en menor medida la APs en 29 pacientes con

14,9% vy la Ps en 9 pacientes con un 4,6% del total de todos ellos.
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Tabla 5. ENFERMEDADES DE BASE

5%

B Artritis Reumaotide
B Espondilitis Anquilosante
Artritis Psoridsica

M Psoriasis

Si tenemos en cuenta el tipo de farmaco que recibian los pacientes, estas

enfermedades sistémicas se distribuyeron de la siguiente manera:

- En el grupo control de 63 pacientes, estaban diagnosticados de AR 48 pacientes
(76,2%), de EA cinco pacientes (7,9%) y de AP 10 pacientes (15,9%). Para ninguna
de estas enfermedades los pacientes estaban recibiendo ningtin farmaco anti-TNF,
sino que estaban tratados por sus clinicos con farmacos habituales no biol4gicos.

- En el grupo de 62 pacientes que recibia infliximab, estaban diagnosticados de AR
30 pacientes (48,4%), de EA 25 pacientes (40,3%) y de AP siete pacientes
(11,3%).

- En el grupo de 40 pacientes que recibian etanercept, estaban diagnosticados de AR
28 pacientes (70%), de EA cinco pacientes (12,5%), de Ps dos pacientes (5%) y de
AP cinco pacientes (12,5%).

- En el grupo de 30 pacientes que recibian adalimumab, estaban diagnosticados de
AR 12 pacientes (40%), de EA cuatro pacientes (13,3%), de Ps siete pacientes
(23,3%) y de APs siete pacientes (23,3%)

Tabla 6: DISTRIBUCION DE PACIENTES SEGUN ENFERMEDAD EN LOS DIFERENTES
GRUPOS DE TRATAMIENTO
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En cuanto a la edad de los pacientes de nuestro estudio, la distribucién fue la siguiente

para los diferentes grupos:

edad

Grupo control: edad media 59 +15,2 afios de con un rango de 18-86 afios
Grupo de infliximab: edad media 49,7 + 12,5 afios con un rango de 24-74 afios
Grupo de etanercept: edad media de 52,9 + 15,8 con un rango de 23-84 afios

Grupo de adalimumab: edad media de 52 * 15,6 con un rango de 20-86 afios

20,00

60,00

40,00

20,00

T 1 Ll L]
control Infliximaly etanercept adalimumalb

FARMACO
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En la tabla 7 se desglosaran las caracteristicas de los pacientes que se incluyeron en
cada grupo y los factores de riesgo que mas se asocian a la presencia de colonizacién por
Pneumocystis jirovecii segiin lo revisado en la literatura: edad (Fritzsche et al, 2012),
habito tabaquico (Morris et al., 2004), uso de esteroides (Helweg-Larsen et al.,, 2002),
enfermedad pulmonar crénica (Calderon et al., 2004; Respaldiza et al., 2005; Vidal et al,,
2006), inmunosupresores (Mori, Cho, Ichiyasu &, Sugimoto, 2008) y otras caracteristicas

que creimos de interés.

De esta forma, el ser fumador activo o reciente estaba presente en 59 pacientes, lo que
representa un 30,3% de la muestra; el antecedente de padecer alguna enfermedad
pulmonar crénica, ya sea Enfermedad Pulmonar Osbtructiva Crénica (EPOC) o asma
(ninguna neumopatia intersticial ni fibrosis quistica) estaba presente en 22 pacientes,
representando un 11,3%; mucho menos frecuentes eran: el antecedente de haber estado
ingresado en el hospital en el tltimo afio con un 9,2% siendo por tanto 18 pacientes, el de
trasfusion sanguinea con un 8,7%, es decir: 17 pacientes, el antecedente de neoplasia tan
s6lo presente en ocho pacientes al igual que el antecedente de haber estado bajo
tratamiento con sulfamidas, representando cada uno el 4,1%, y por ultimo el uso previo de

azitromicina tan s6lo presente en 4 pacientes, siendo asi un 2,1%.

El uso previo de otro anti-TNF estaba presente en 21 pacientes, representado un
10,8% del total, de los cuales dos habian recibido previamente adalimumab, otros dos
infliximab y otros 13 etanercept, siendo el motivo principal de la suspension del farmaco
bioldgico su ineficacia en conseguir un control adecuado de la actividad de la enfermedad

de base.

Tabla 7. CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS DE LOS PACIENTES SEGUN GRUPO

Caracteristicas Grupo Grupo Grupo
nim (% del total del grupo) Infliximab Etanercept Adalimumab
Sexo (H) 34 (54%) 28 (45,2%) 17 (42,5%) 11 (36,7%)
Edad 59 + 15,2 49,7 £12,5 52,7+ 158 52156
Fumador 14 (22%) 24 (38%) 16 (40%) 6 (20%)
Enfermedad respiratoria 6 (9,5%) 6 (9,7%) 5(12,5%) 5(16,7%)
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Neoplasia

6 (9,5%) 1 (1,6%) 0 1 (3,3%)
Trasfusion previa 8 (12,7%) 1(1,6%) 10 (4,6%) 4 (13,3%)
Uso previo de sulfamidas 0 8 (12,9%) 0 0
Uso previo de azitromicina 0 3 (4,8%) 0 1(3,3%)
RO T RO D 6 (9,5%) 8 (12,9%) 1(255%) 3 (10%)
Uso previo de otro anti-TNF 0 3 (4,8%) 4 (10%) 14 (46,7%)
Uso actual de esteroides 31 (49,2%) 13 (21%) 12 (30%) 8 (26,7%)
Uso actual de metrotexato 38 (60%) 42 (67,7%) 12 (30%) 13 (43,3%)
Uso actual de leflunomida 11 (17,5%) 3(4,8%) 6 (15%) 2(6,7%)

La duracion del tratamiento bioldgico en el punto de corte de la obtencién de la

muestra del lavado orofaringeo para analizar la presencia de colonizacién por P. jirovecii

fue diferente segin los grupos de tratamiento biolégico, asi en el grupo de infliximab la

duraciéon media del tratamiento fueron 128 semanas = 77,2 (rango de 2-283), en el grupo

de etanercept fueron 202 semanas * 123 (rango de 8-480) y en el grupo de adalimumab la

duraciéon media del tratamiento fue de 110 semanas * 93 (rango de 2-292).

Tabla 8: DURACION MEDIA DEL TRATAMIENTO SEGUN FARMACOS

500,00

400,00

300,00

200,00

Tiempo farmaco (semanas)

100,00

00 —_—

T T
control Infliximak
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etanercept

FARMACO

T
adalimumak
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Por otro lado, la dosis media utilizada de tratamiento bioldgico en estos pacientes
son las que actualmente se recomiendan segin las guias de practica clinica de las
Sociedades de Reumatologia y Dermatologia Europeas, siendo por tanto: de infliximab
dosis de 3-5mg/kg iv cada 6-8 semanas; de etanercept una dosis de 25-50mg sc cada 1-2

semanas y de adalimumab dosis de 40mg sc 1-2 semanas.

Para realizar un mejor abordaje estadistico y acorde con la hipotesis de la presente
tesis doctoral, se han agrupado en un tnico grupo los pacientes que estan recibiendo los

tres tratamientos biolégicos para compararlos posteriormente con el grupo control.

De esta manera, podemos observar que existen diferentes caracteristicas en los dos
grupos. El diagnoéstico de AR es mas frecuente en el grupo control que en la agrupacion de
los otros tres grupos (grupo llamado Anti-TNF), la EA y la Ps son mas frecuentes en el
grupo anti-TNF que en el control y la APs se distribuy6 de forma similar. Los del grupo
control presentaban mayor edad frente al grupo anti-TNF. No hemos encontrado
diferencias estadisticamente significativas en cuanto al habito tabaquico, antecedente de
enfermedad respiratoria previa o neoplasia, el haber recibido una trasfusién sanguinea en
algiin momento de su vida, el uso de antibidticos en los tres meses previos a la inclusién en
el estudio como las sulfamidas o azitromicina, el uso actual de leflunomida o los ingresos

hospitalarios en el ultimo afo.

En cuanto al uso actual de otros farmacos inmunosupresores que se han relacionado
como factores de riesgo para la colonizacién por P. jirovecii, si existe un mayor uso de
esteroides en el grupo control frente al grupo Anti-TNF y una distribucién similar en
cuanto al uso de metotrexato en ambos grupos. El antecedente del uso de algiin farmaco
anti-TNF previamente es mas frecuente en el grupo Anti-TNF, ya que se excluyeron estos

pacientes en el grupo control.

Tabla 9: CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS DE LOS PACIENTES AGRUPADOS
SEGUN RECIBAN O NO ANTI-TNF

Caracteristicas Grupo Control Grupo Anti-TNF

Valor de p
num (% del total del grupo) (63 pacientes) (132 pacientes)

Diagndstico de AR 48 (76,2%) 69 (52,3%) p<0,01*
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5 (7,9%) 34 (25,8%) p<0,01*

0 9 (6,8%) p = 0,033b
10 (15,9%) 19 (14,4%) p=0,831*
59 +152 51,5 + 14,3 p <0,043a
34 (54%) 56 (42%) p=0,167>
14 (22%) 45 (34,1%) p = 0,099b
6 (9,5%) 6 (9,7%) p =0,592*
6 (9,5%) 2 (1,5%) p=0,15b
8 (12,7%) 9 (6,8%) p=0,173*

0 8 (6,1%) p=0,046

0 4 (3%) p=0,163*

6 (9,5%) 12 (9,1%) p=0,922*
0 21 (15,9 %) p<0,01*

31 (49,2%) 33 (25%) p<0,01*
38 (60%) 67 (50,8%) p=0,223
11 (17,5%) 11 (8,3%) p=0,88

* Test de Chi cuadrado de Pearson; 2 Prueba T para la igualdad de medias b Estadistico

exacto de Fischer.

6.2 PREVALENCIA DE COLONIZACION POR PNEUMOCYSTIS

JIROVECII EN PACIENTES EN TRATAMIENTO CON FARMACOS
ANTI-FACTOR DE NECROSIS TUMORAL

De todos los pacientes estudiados se encontraban colonizados por Pneumocystis
jirovecii 41 pacientes representando el 21% de la muestra, frente a 154 pacientes que no

lo estaban, representando por tanto el 79% restante.
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La prevalencia de colonizacién en los diferentes grupos es la siguiente sin que existan
diferencias estadisticamente significativas (X2 p=0,13), aunque parece existir una mayor
prevalencia de colonizacién por Pneumocystis en el grupo de pacientes tratado con
infliximab:

- Grupo control: 14 colonizados de 63 que representan un 22,2% del grupo.

- Grupo de pacientes en tratamiento con infliximab: 18 pacientes colonizados de 62

representando un 29% del grupo.

- Grupo de pacientes en tratamiento con etanercept: 6 pacientes colonizados de 40

representando un 15% del grupo.

- Grupo de pacientes en tratamiento con adalimumab: 3 pacientes colonizados de

30, representando un 10% del grupo.

TABLA 10: DISTRIBUCION DE LA COLONIZACION POR PNEUMOCYSTIS JIROVECII EN
LOS DIFERENTES GRUPOS DE PACIENTES

60
50 49 p=0,13*
40
30 27 mCOLONIZADOS

ENO COLONIZADOS
20

10

Grupo Control Grupo Infliximab  Grupo Etanercept Grupo Adalimumab

* Test de X2 de Pearson

Si analizamos la prevalencia de colonizacién observada globalmente en los grupos
anti-TNF frente al grupo control no encontramos tampoco diferencias estadisticamente
significativas (X2 p = 0,77), apareciendo en el grupo control 14 colonizados de 63
pacientes, representando un 22,2% del total de este grupo, frente al grupo anti-TNF,
donde encontramos 27 pacientes colonizados por Pneumocystis de un total de 105 siendo

de esta manera un 20,5% del total.
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Tabla 11: DISTRIBUCION DE LA COLONIZACION SEGUN TRATAMIENTO CON
FARMACOS ANTI-TNF

120

p=0,77

100

80

60 W No colonizados

W Colonizados
40

20

Grupo Control Grupo anti-TNF

Cuando realizamos el estudio de las caracteristicas entre el grupo de pacientes que
estan colonizados por Pneumocystis y el grupo de pacientes que no lo est3, las variables
que hemos encontrado que presentan diferencias estadisticamente significativas a favor
del grupo de pacientes colonizados, son el uso actual de esteroides, el uso actual de
metrotrexato y existe una mayor tendencia a la colonizacion por este hongo segiin avanza
la edad. Por lo tanto, no hemos encontrado diferencias estadisticamente significativas
para las siguientes variables en cuanto a la presencia o no de colonizacién como son: el
sexo, la enfermedad de base, el tabaquismo, la presencia de enfermedad pulmonar crénica,
el antecedente de neoplasia o trasfusion sanguinea, el hecho de haber estado ingresado en
el afio previo, el uso previo de sulfamidas o azitromicina, asi como el uso de otro Anti-
TNF. Todos estos datos se pueden observar en la tabla que se expone a continuacién, asi

como los valores de p y los estadisticos utilizados.

Tabla 12: CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS SEGUN LA PRESENCIA DE
COLONIZACION POR P. JIROVECII

Caracteristicas Colonizados No colonizados Valor de p
nim (% del total del grupo) (41 pacientes) (154 pacientes)
Sexo (H) 22 (53,7%) 68 (44,2%) p=0,27%
Edad 58+ 14,5 52,8+ 14,9 p =0,0462
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Diagndstico de AR
Diagndstico de EA
Diagndstico de Ps
Diagndstico de AP
Fumador
Enfermedad respiratoria
Neoplasia
Trasfusion previa
Uso previo de sulfamidas
Uso previo de azitromicina
Ingreso ultimo afio
Uso previo de otro anti-TNF

Uso actual de esteroides

Dosis deflazacort mg/d

media mg/d (rango)
Uso actual de metrotexato

Dosis metrotexato mg/sem

media mg/sem (rango)

Uso actual de leflunomida

Uso actual de anti-TNF

Duracion en sem. de

tratamiento con anti-TNF

media (rango)

27 (65,9%)

8 (19,5 %)

2 (4,9%)

4 (9,8%)

13 (31,7%)

8 (19,5%)

1 (2,4%)

3 (7,3%)

3 (7,3%)

1(2,4%)

4 (9,8%)

4 (9,8%)

20 (48,8%)

6,04 (0-70)

30 (73,2%)

7,56 (0-20)

4(9,8%)

27 (65,9%)

122,46 (0-480)

90 (58,4%)

31 (20,1%)

7 (4,5%)

25 (16,2%)

46 (29,9%)

14 (9,1%)

7 (4,5%)

14 (9,1%)

5 (3,2%)

3 (1,9%)

14 (9,1%)

17 (11%)

44 (28,6%)

2,26 (0-30)

75 (48,7%)

4,07 (0-20)

18 (11,7%)

105 (68,2%)

92,87 (0-384)

p =0,38*

p=0,93*

p=1°

p=0,3*

p=0,82*

p=1b

p=0,36b

p=1°

p=1°

p=0,014*

p = 0,007¢

p = 0,005*

p = 0,003¢

p:lb

p=0,77*

p=0,31c

* Test de X2 de Pearson; a Prueba T para la igualdad de medias, b Estadistico exacto de

Fischer, ¢ Estadistico U de Mann-Whitney

Hemos analizado asi mismo, la dosis media de esteroides diaria y su relacién con la

colonizacion por Pneumocystis. Para ello, hicimos la conversion a dosis diaria de
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deflazacort para cada paciente que tomaba corticoides, ya que era el esteroide mas usado
en nuestros pacientes. En este sentido, si se observaba una diferencia estadisticamente
significativa con la dosis de deflazacort entre el grupo de pacientes colonizados con una
media de 6,04mg/d y rango de 0-75 mg/d y los no colonizados con una media de

2,26mg/d y rango de 0-30mg/d, con una p = 0,007 (Estadistico U de Mann-Whitney).

De la misma manera se realizd el andlisis con la dosis media de metrotexato
recibida por los pacientes y su relacién con la colonizacion por Pneumocystis. Observamos
al igual que en el caso de los esteroides, que si existian diferencias estadisticamente
significativas en favor de mayor dosis en el grupo de los pacientes colonizados. La dosis
media de metrotrexato en el grupo de los colonizados fue de 7,56 mg/sem y rango de 0-20
mg/sem y en el grupo de no colonizados la dosis media fue de 4,07 y rango 0-20mg/sem

con una p = 0,003 (Estadistico U de Mann-Whitney).

Andlisis bivariante y multivariante.

Debido a que hemos encontrado varias variables que podrian estar relacionadas
como factores de riesgo para el hecho de estar colonizados por Pneumocystis jirovecii en
nuestros pacientes como son: la edad, el uso de esteroides y el uso de metrotexato;
decidimos realizar el andlisis bivariante correspondiente para ver esta posible asociacion;
afiadimos, asi mismo, otras variables ampliamente reconocidas en la literatura como son
el habito tabaquico y la presencia de enfermedad pulmonar crénica. Por ultimo,
realizamos también el analisis con el hecho de estar recibiendo los pacientes algln

farmaco anti-TNF o no.

Los resultados de estos andlisis se pueden ver en la tabla 13 para las diferentes

variables independientes consideradas respecto a la variable dependiente colonizacién.

Tabla 13: ANALISIS MEDIANTE REGRESION LOGISTICA DE VARIABLES ASOCIADAS A
LA COLONIZACION

Intervalo de
VARIABLES INDEPENDIENTES ODDS RATIO

confianza del 95%

Valor de p

Edad 1,024 1,010-1,049

p=0,048
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Fumador:

- No fumador Referencia

- Ex/si fumador 1,09 0,519-2,291 p=10,820
Enfermedad respiratoria crénica:

- No antecedente Referencia

- Si antecedente 2,424 0,940-6,255 p=0,067
Uso de esteroides

-No Referencia

-Si 2,381 1,176-4,816 p=0,016
Uso de metrotexato

-No Referencia

- Si 2,873 1,344-6,141 p=0,006
Uso anti-TNF

- No Referencia

- Si (alguno de los tres farmacos) 0,9 0,434-1,866 p=077

A la vista de estos resultados, encontramos que tanto la edad, como el uso de
esteroides y de metrotexato, continlian presentado una relaciéon positiva a favor de ser
posibles factores de riesgo para la colonizacion por Pneumocystis con diferencias
estadisticamente significativas. El antecedente de presentar una enfermedad pulmonar
cronica o el antecedente relacionado con el consumo de tabaco, presentan asi mismo una

relacién positiva pero sin ser estadisticamente significativa.

Sin embargo, el hecho de que los pacientes estén recibiendo alguno de los tres
farmacos anti-TNF incluidos en nuestro estudio, podria ser un factor protector, ya que la
OR es de 0,9 - aunque no presente la significaciéon estadistica correspondiente - hallazgo

que discutiremos mas adelante.

Asi mismo, hemos realizado el andlisis para estimar la fuerza de asociacion de cada
variable, controladas por las demads, con la variable dependiente colonizacion. De esta
forma, hemos calculados unas OR ajustadas para cada variable que se pueden observar en

la siguiente tabla:

Tabla 14: ANALISIS AJUSTADO MEDIANTE REGRESION LOGISTICA DE VARIABLES

ASOCIADAS A LA COLONIZACION
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VARIABLES INDEPENDIENTES ODDS RATIO Intervalo de

Valor de p
AJUSTADA confianza del 95%
Edad 1,011 0,983-1,039 p=0,451
Fumador:
- No fumador Referencia
o Ex/si fumador 1,124 0,504-2,508 p= 0,775

Enfermedad respiratoria crénica:
- No antecedente Referencia

- Si antecedente 2,424 0,492-4,279 p=0,5

Uso de esteroides

-No Referencia

-Si 1,894 0,872-4,111 p=0,106

Uso de metrotexato

-No Referencia

- Si 2,386 1,081-5,266 p=0,031

Uso anti-TNF
-No Referencia

- Si (alguno de los tres farmacos) 1,178 0,528-2,628 p=0,689

Con estas seis variables, el modelo tiene una capacidad de clasificar correctamente al

79,5% de los casos analizados.

Con estos resultados, s6lo hemos encontrado que el uso de metrotexato es el factor de
riesgo asociado de forma independiente a la colonizacién, aunque las demas variables

muestren tendecia positiva también, sus resultados no son estadisticamente significativos.

6.3 FACTORES DE RIESGO PARA LA COLONIZACION POR P.
JIROVECII EN PACIENTES EN TRATAMIENTO CON INFLIXIMAB

Realizamos un estudio mas especifico en el grupo de pacientes que recibian Infliximab,

porque era el grupo que presentaba mayor tasa de colonizacién, tenfamos un mayor
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numero de pacientes y asi podiamos compararlos con el grupo control por presentar un

tamaifio muestral mas acorde.

Tendriamos asi un total de 125 pacientes, distribuidos en el grupo control 63 y en el
grupo que recibian infliximab 62. Los pacientes estaban recibiendo infliximab para AR en
30 de los casos representando un 48,3%, en 25 casos para EA representando un 40,3% y
para APs en siete casos, representando un 11,2%, como se ha comentado anteriormente y
en el grupo control la distribuciéon fue ligeramente diferente con 48 pacientes
diagnosticados de AR (76,2%), cinco pacientes de EA, (7,9%) y 10 pacientes de APs

(15,9%). Enlatabla 15 se pueden ver el resto de caracteristicas estudiadas.

Tabla 15: CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS DE PACIENTES SEGUN RECIBAN
INFLIXIMAB O GRUPO CONTROL.

Caracteristicas -
Grupo Control (63) Grupo Infliximab (62)
num (% del total del grupo)
Sexo (H) 34 (54%) 28 (45,2%)
Edad 59 15,2 49,7 £12,5
Fumador 14 (22%) 24 (38%)
Enfermedad respiratoria 6 (9,5%) 6 (9,7%)
Neoplasia 6 (9,5%) 1(1,6%)
Trasfusion previa 8 (12,7%) 1 (1,6%)
Uso previo de sulfamidas 0 8 (12,9%)
Uso previo de azitromicina 0 3 (4,8%)
Ingreso tltimo aiio 6 (9,5%) 8 (12,9%)
Uso previo de otro anti-TNF 0 3 (4,8%)
Uso actual de esteroides 31 (49,2%) 13 (21%)
Uso actual de metrotexato 38 (60%) 42 (67,7%)
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Uso actual de leflunomida 11 (17,5%) 3(4,8%)

La dosis de infliximab intravenosa infundida para cada paciente oscil6é entre los 3-
5mg/kg cada 6-8 semanas, con una duracién media del tratamiento de 138 semanas (con
un rango de 2-283 semanas) en el momento de la recogida de la muestra de lavado

orofaringeo.

La tasa de colonizacién detectada en el grupo control fue del 22,2%, por lo que 14
sujetos de 63 estaban colonizados por Pneumocystis, mientras que en el grupo de
pacientes que recibian infliximab, se detecté este hongo en el lavado orofaringeo en 18
pacientes, representado un 29% del total de este grupo, pero sin diferencias

estadisticamente significativas.

Si analizamos a los pacientes segin la presencia o no de colonizacién, las

caracteristicas evaluadas estaban representadas segun la siguiente tabla (tabla 16)

Tabla 16: CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS SEGUN EL ESTADO DE
COLONIZACION DE LOS EN PACIENTES

Sexo (H) 15 (46,8%) 48 (51,6%) p =0,79*
Edad 56,4 + 14,5 53,7 + 14,7 p=0,372
Diagnoéstico de AR 22 (68,7%) 56 (60,2%) p=051b
Diagnostico de EA 6 (18,7 %) 24 (25,8%) p=0/48"b
Diagnoéstico de AP 4 (12,5%) 13 (13,9%) p=099b
Fumador 10 (31,2%) 27 (29%) p=081b
Enfermedad respiratoria 5 (15,6%) 7 (7,5%) p=0,180
Neoplasia 1 (2,4%) 7 (4,5%) p=1b
Trasfusion previa 3 (7,3%) 14 (9,1%) p=1b
Uso previo de sulfamidas 3 (9,3%) 5 (5,3%) p=0,42b

69



Uso previo de azitromicina 1(3,1%) 2 (2,1%) p=0,99>

Ingreso ultimo aiio 4 (9,8%) 14 (9,1%) p=1b

Duracion en sem. de

tratamiento con infliximab 109 (0-283) 47 (0-192) p =0,01¢

media (rango)

Uso actual de esteroides 17 (53,1%) 27 (28%) p=0,01>
Dosis deflazacort mg/d
7 (0-75) 2,5 (0-30) p=0,1¢
media (rango)
Uso actual de metrotexato 26 (81,2%) 54 (58%) p=0,02b
Dosis metrotexato mg/sem
8,2 (0-20) 5,4 (0-20) p <0,01¢
media (rango)
Uso actual de leflunomida 3 (9,3%) 11 (11,8%) p=0,99>

* Test de X2 de Pearson con correccion de Yates; @ Prueba T para la igualdad de medias, b

Estadistico exacto de Fischer, ¢ Test U de Mann-Whitney

Asi podemos ver como existian diferencias estadisticamente significativas entre el
grupo de pacientes colonizados frente al grupo de pacientes que no estaban colonizados
en funcién de la duracién del tratamiento con infliximab, el uso de esteroides y el uso de

metrotexato (asi como la dosis media de este ultimo)

Posteriormente, estudiamos mediante analisis de regresion logistica multivariante
las posibles caracteristicas que podrian estar en relaciéon con la colonizacién por
Pneumocystis, donde sélo el uso de esteroides, uso de metrotexato y la duracion del
tratamiento con infliximab mayor a 3 afos se asociaron de forma estadisticamente

significativa a la colonizacién. (Tabla 17)

Tabla 17: ANALISIS MEDIANTE REGRESION LOGISITCA DE LAS CARACTERISTICAS DE
LOS PACIENTES ATENDIENDO AL ESTADO DE COLONIZACION

S 0dds ratio OR ajustada

Valor de p
INDEPENDIENTES (1C 95%) (IC 95%) Valor de p
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Sexo

-Mujer Referencia
-Hombre 0,87 (0,37-1,85) 0,644 0,69(0,244-1,944) 0,482
Edad (aﬁos) 1,01 (0,985-1,041) 0,367 0,99(0,958-1,040) 0,917
Enfermedad reumatica
-AR Referencia
-EA 0,64(0,229-1,767) 0,386 1,02(0196-5,303) 0,981
-APs 0,78 (0,230-2,665) 0,696 2,08(0,407-10,667) 0,379
Fumador:
- No fumador Referencia
- Ex/si fumador 1,11(0,465-2,656) 0,813 0,66 (0,228-1,905) 0,441
Enfermedad respiratoria
cronica:
- No antecedente Referencia
O rnirmme e 2,27 (0,667-7,756) 0,189 1,35 (0,295-6,188) 0,699
Uso de esteroides
-No Referencia
- Si 2,27(1,223-6,329) 0,016 4,19(1,339-12,551) 0,010
Uso de metrotexato
-No
Referencia

- Si

3,13 (1,176-8,327) 0,022 2,43 (0,695-8,532) 0.164
Uso de Leflunomida
-No Referencia
- Si 0,77 (0,201-2,96) 0,705 1,45 (0,274-7,642) 0,661
Duracion del tratamiento
< 3 anos Referencia
> 3 afios 3,65 (1,558-8,552) 0,003 6,13 (2,037-18,462) 0,001

Cuando se ajustan estos hallazgos de acuerdo a las dosis de esteroides (mg/dia) y

la duracién del tratamiento con infliximab (semanas), tan sélo la duraciéon en el

tratamiento con infliximab es estadisticamente significativa. (Tabla 18)
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Tabla 18: ANALISIS POR REGRESION LOGISITCA DE LA COLONIZACION AJUSTADO A
LA DOSIS DE ESTEROIDES Y DURACION DEL TRATAMIENTO CON INFLIXIMAB

VARIABLES INDEPENDIENTES 0Odds ratio Valor de OR ajustada

(IC 95%) D (IC95%) Valor de p
Sexo
-Mujer Referencia
TSl e 0,83 (0,37-1,85) 0,644 1,04(0,361-2,983) 0,945
Edad (afios) 1,01 (0,985-1,041) 0,367 1,01(0,964-1,047) 0,820
Enfermedad reumatica
-AR Referencia
-EA 0,64(0,229-1,767) 0,386 0,62 (0,124-3,14) 0,568
-APs 0,78 (0,230-2,665) 0,696 1,90 (0,409-8,854) 0,412
Fumador:
- No fumador Referencia
- Ex/si fumador 1,11 (0,465-2,656) 0,813 0,64 (0,221-1,849) 0,408
Enfermedad respiratoria
cronica:
- No antecedente Referencia
- Si antecedente 2,27 (0,667-7,756) 0,189 178 (0,408-7,791) 0,442
Uso de esteroides (mg/dia) 1,06 (0,999-1,128) 0,053 1,06 (0,977-1,162) 0,154
Uso de metrotexato (mg/sem) 1,11 (1,022-1,197) 0,13 1,08 (0,975-1,194) 0,144
Uso de Leflunomida
- No Referencia
- Si 0,77 (0,201-2,96) 0,705 1,69 (0,344-8,375) 0,561
Duracion del tratamiento con
infliximab (semanas) 1,01 (1,004-1,013) 0,001 1,01 (1,004-1,016) 0,001

La elevada asociacién observada entre la duracién del tratamiento con infliximab y

la colonizacién por Pneumocystis se puede observar en el siguiente grafico, donde se

observa como a medida que se incrementa la duracion del tratamiento, aumenta la tasa de

individuos colonizados, siendo maxima cuando la duraciéon supera los cinco afos de

tratamiento, donde encontramos que los cuatro individuos en esta franja de tiempo

estaban colonizados.
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Tabla 19: PACIENTES COLONIZADOS POR PNEUMOCYSTIS JIROVECII SEGUN LA

DURACION DEL TRATAMIENTO CON INFLIXIMAB

Numero de pacientes

[ S = S T G
o N B O ©

o N B O

B No colonizados

M Colonizados

<1 afio 1-2 afios 2-3 afios 3-4afos  4-5anos

Duracidn en aiios del tratamiento

>5 afios

I
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7. DISCUSION

7.1 PREVALENCIA GLOBAL DE LA COLONIZACION POR

PNEUMOCYSTIS JIROVECII EN PACIENTES EN TRATAMIENTO CON
FARMACOS ANTI-FACTOR DE NECROSIS TUMORAL

Este trabajo muestra por primera vez la prevalencia de colonizacion por P. jirovecii
en pacientes que reciben farmacos anti-TNF como infliximab, adalimumab o etanercept
para diferentes enfermedades sistémicas, principalmente reumatolédgicas, siendo la
prevalencia encontrada de un 20,5% en nuestra poblacién. Asi mismo, debido al disefio de
nuestro trabajo hemos podido obtener la tasa de colonizacién global en pacientes con
enfermedades autoinmunes reumatolégicas que ha llegado al 21%, incluyendo a pacientes
de la practica clinica habitual de consultas externas, reciban o no este tipo de farmacos

biolégicos.
7.1.1 PREVALENCIA DE COLONIZACION EN NUESTRO MEDIO

En los ultimos afios diferentes estudios realizados en nuestro entorno han
permitido aportar informacién sobre la prevalencia de colonizaciéon por Pneumocystis en
diferentes grupos de poblacién que nos permite establecer comparaciones, aunque de

forma indirecta, con los datos obtenidos en este trabajo.

La prevalencia encontrada en pacientes con enfermedades autoinmunes en
nuestro estudio del 21% es semejante a la encontrada en pacientes con Fibrosis Quistica
(Respaldiza et al,, 2005), pero inferior a la que presentan los sujetos con EPOC que

practicamente la duplica (Calderén et al., 2004).

Esta mayor prevalencia encontrada en los pacientes con EPOC podria deberse a la
importancia que determinados factores locales, dependientes de las alteraciones
presentes en el pulmoéon de los pacientes con EPOC, pueden tener facilitando la
colonizacion o dificultando la eliminacién del microorganismo (Norris & Morris, 2011). En
este sentido, la prevalencia de colonizaciéon por Pneumocystis del 20% encontrada en
trabajadores no asistenciales de nuestro hospital reforzaria esta idea de la importancia de

las alteraciones pulmonares en el fendmeno de la colonizacién (Medrano, 2005).

74



7.1.2 FACTORES DE RIESGO PARA LA COLONIZACION POR PNEUMOCYSTIS

En nuestro estudio el factor de riesgo que mas se ha asociado con el hecho de estar
colonizado por Pneumocystis ha sido el uso concomitante de metrotexato (OR ajustada de
2,386; IC del 95%: 1,081-5,266). Existen abundantes publicaciones que registran la
asociacion del metrotexato con el desarrollo de PcP (LeMense & Sahn, 1994; Kaneko,
Suwa, Ikeda & Hirakata, 2006), pero pocas en cuanto a la asociacién de este fArmaco con la
colonizacion. En el estudio de Mori y colaboradores (2008) sobre colonizaciéon por
Pneumocystis en 55 pacientes ancianos con AR y sometidos a bajas dosis de metrotexato,
detectan una tasa de colonizacidn del 10,9%, de los cuales, uno de ellos desarrolla una PcP
durante el seguimiento, aunque en el estudio no se incluian pacientes con AR sin

metrotexato con los que comparar.

En modelos animales se suele inducir con esteroides la inmunodepresion para el
desarrollo posterior de una PcP (Dei-Cas et al., 1998) y se ha demostrado en los humanos
que estos esteroides son factor de riesgo para el desarrollo de PcP tal y como ya
describieron Yale y Limper (1996) en su cohorte de la Clinica Mayo. Ademas, Maskell y
colaboradores (2003) describieron en su cohorte de pacientes sometidos a broncoscopia
que en el grupo de pacientes bajo tratamiento con esteroides la colonizacién por
Pneumocystis fue del 44% frente al 12% de los pacientes no tratados. Helweg-Larsen y
colaboradores (2002) informaron que el 75% de los pacientes colonizados por P. jirovecii
habian recibido esteroides frente a sélo el 13% de los pacientes no colonizados. Sin
embargo, en nuestro estudio a pesar de que la relacion fue positiva en cuanto al uso de
esteroides (OR: 2,381, IC del 95%: 1,176-4,816, p = 0,016) cuando realizamos el analisis
ajustado para todas las variables esta asociaciéon no se mantuvo (OR ajustada: 1,894, IC al

95%: 0,872-4,111, p = 0,106) probablemente por el tamafo de la muestra

Al igual que con los esteroides, la edad result6 tener una asociacion positiva con la
colonizacion en el analisis univariante con el hecho de estar colonizado por P jirovecii, en
concordancia con los estudios de Fritzsche y colaboradores (2012) en pacientes con
enfermedades sistémicas donde tan solo la edad mayor de 60 ainos, fue la variable mas
fuertemente asociada al hecho de la colonizacién. Sin embargo en el analisis ajustado
nuevamente se perdia esta asociacion (OR: 1,024, IC del 95%: 1,010-1,049, p= 0,048 y OR
ajustada: 1,011, IC del 95%: 0,983-1,039, p = 0,451)
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Se analizé igualmente si la presencia de alguna enfermedad pulmonar crénica
(EPOC, asma, neumopatias intersticiales o fibrosis quistica) sin que encontrasemos en
nuestro estudio asociacion estadisticamente significativa entre esta variable y el estado de
colonizacion (OR: 2,424, IC al 95%: 0,940-6,25, p = 0,067 y OR ajustada: 2,424-, IC al 95%:
0,492-4,279,p = 0,5).

El habito tabaquico no resulté tampoco ser un factor de riesgo para la colonizacion
en nuestros pacientes (OR 1,09, IC del 95%: 0,519-2,291, p = 0,820 y OR ajustada de 1,124
con IC del 95%: 0,504-2,508; p = 0,775) en contraposicién a lo observado por Morris y
colaboradores (2004) en su estudio de autopsias de pacientes con infecciéon VIH o entre
pacientes con neumopatias intersticiales en nuestro medio (Martin Juan, 2008). En este
sentido, se postula que el humo del tabaco al disminuir el aclaramiento mucociliar, podria
facilitar la colonizacion al dificultar la eliminacién del microorganismo (Morris, Sciurba &

Norris, 2008).

Paradojicamente el estar en tratamiento con cualquier anti-TNF en el analisis
univariante mostraba una tendencia a comportarse como factor protector frente a la
colonizacion, sin ser estadisticamente significativo (OR: 0,9, IC al 95%: 0,434-1,866 p =
0,777) que desaparecia en el analisis multivariante (OR ajustada: 1,178, IC del 95%: 0,528-
2,628, p = 0, 689); este hallazgo podria estar justificado porque los pacientes que reciben
este tipo de fArmacos suelen tener un menor uso concomitante de esteroides, metrotexato
o leflunomida, farmacos por otro lado relacionados con mayor riesgo de estar colonizados

por Pneumocystis y tener una edad algo menor que los que no los usan.

7.1.3 COLONIZACION POR PNEUMOCYSTIS EN ENFERMEDADES AUTOINMUNES

En nuestro estudio la tasa de colonizacidén en los pacientes con enfermedades
autoinmunes ha sido del 21% y en el grupo de pacientes que estaban bajo tratamiento con
anti-TNF del 20,5%; en este sentido existen tasas diferentes en los pocos estudios en
grupos de pacientes con enfermedades sistémicas publicados hasta el momento. El trabajo
realizado por Meniaki y colaboradores (2011) fue un estudio prospectivo observacional en
el departamento de Medicina Interna del Hospital Universitario de de Lille en el que
incluyeron a pacientes con enfermedades del tejido conectivo: 15 (22%) presentaban
Lupus eritematoso sistémico; 17 (25%) polimiosistis; 15 (22%) esclerodermia, 15 (22%)

diferentes tipos de vasculitis y los otros cinco pacientes, diferentes enfermedades
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sistémicas no especificadas, y un grupo de sujetos sanos de la misma regiéon como

controles.

Les realizaron una prueba de esputo inducido y en ella analizaron la presencia de
P. jirovecii mediante PCR utilizando los cebadores pAZ102-X y pAZ102-Y. Recogieron
datos clinicos, de laboratorio y epidemiolégicos y realizaron un seguimiento cada tres
meses durante un afio. La prevalencia de colonizacién por Pneumocystis fue del 16% (11
positivos de 67 pacientes) y no encontraron diferencias estadisticamente significativas
con el grupo control de sujetos aunque la prevalencia en este tltimo grupo fue algo menor

(7%).

La unica variable en la que se encontraron diferencias estadisticamente
significativa en el andlisis multivariante fue el sexo, con mayor predominio en varones
colonizados para el grupo de pacientes, y cuando ajustaron el andlisis por sexo, los
hombres presentaban frente a las mujeres mayor dosis de esteroides y menor recuento
linfocitario, por lo que esto podria manifestar enfermedades mas graves o avanzadas y
mayor grado de inmunosupresion en varones que en mujeres. Ninguno de estos pacientes,
sin embargo, desarroll6 una PcP durante el periodo de seguimiento. En este estudio ni la
edad, ni el habito tabaquico, ni la presencia de enfermedades pulmonares crénicas se
identifico como factor de riesgo para la colonizacién por Pneumocystis. El tratamiento con
esteroides o metrotexato tampoco se asocio a un incremento en el riesgo de colonizacion

por Pneumocytis (Meniaki et al., 2011).

Posteriormente, Fristszche y colaboradores (2012) publicaron una alta prevalencia
de colonizacion por P. jirovecii en sus pacientes en Alemania, con 29 pacientes colonizados
del grupo de 102 pacientes con enfermedades sistémicas (28,5%) en comparacién con tres
sujetos sanos colonizados del grupo de 117 controles (2,6%) (p <0,001, OR: 15,1; IC: 95%
4,43 a 51,38]. En los pacientes con enfermedades sistémicas la edad mayor de 60 afios se
asocié significativamente con la colonizacion (OR: 3,19, IC del 95%: 1,27-7,94 p = 0,015) y
ademas, el analisis multivariado reveld que la edad se asociaba de forma independiente
con la colonizacién de P. jirovecii. Ni la duracién ni la dosis del tratamiento con
corticosteroides ni los otros farmacos inmunosupresores tenian una influencia

significativa en la colonizacion.

7.1.4 COLONIZACION POR PNEUMOCYSTIS Y RIESGO DE PCP
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Como ya se ha comentado en la introduccién, el estudio de la colonizacién por este
hongo atipico y el papel de ésta en el ciclo vital del microorganismo, es un aspecto de la
epidemiologia de la infeccién por Pneumocystis que esta adquiriendo un caracter muy
relevante y por ello, cada dia aparecen multiples estudios encaminados a obtener

informacién sobre este nuevo concepto.

De hecho, una de las hipdtesis actuales es que la colonizaciéon en el tracto
respiratorio, sea la forma que permita a este hongo mantenerse como reservorio y que a
su vez los pacientes colonizados, portadores o carriers (en inglés), podrian por ello estar
en riesgo de desarrollar posteriormente una PcP si se sometiesen a un estado de
inmunosupresién de cualquier origen. Esta hipodtesis es diferente a la que se tenia
previamente de que la PcP se producia por una reactivacion de una infeccién latente,
debido a que aparecieron varios estudios que utilizando métodos de biologia molecular
apoyaban la idea de una infecciéon de novo segun las diferencias encontradas en los

genotipos, asi como las diferencias geograficas (Keely & Stringer, 1997; Beard et al., 2000).

El hecho de que la colonizacion sea factor de riesgo para el desarrollo de PcP se ha
comprobado en modelos animales: Dei-Cas y colaboradores (1998) realizaron un estudio
experimental con ratas que estaban colonizadas por P. carinii (especie que infecta a las
ratas) a las que sometieron a una inmunosupresion con corticoides; pasado un periodo de

6-14 semanas observaron como estas ratas desarrollaban una PcP.

Existen otros estudios como el de Leigh y colaboradores (1992) en el que se
describe la aparicion de una PcP en un paciente trasplantado que recibia terapia
inmunosupresora y que estaba colonizado previamente por Pneumocystis y no recibia una
profilaxis especifica, planteando de esta forma que en humanos esta situaciéon también
podria darse. Posteriormente Mori y colaboradores (2008) describieron un caso de PcP en
una persona mayor que estaba recibiendo pequefias dosis de metrotexato para una AR y
que ademas previamente también habia estado colonizada por Pneumocystis como ya se

ha comentado previamente.

Recientemente, en un estudio realizado por nuestro grupo en una cohorte de
adolescentes infectados por VIH, donde se identific6 una prevalencia de colonizacién del
40%, se pudo documentar el desarrollo de una PcP en uno de los pacientes colonizados
que presentaba una intensa inmunodepresion y estaba recibiendo quimioprofilaxis

(Gutiérrez et al., 2011).
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De esta manera, la hipétesis de que el estado de colonizacion o portador
asintomatico sea un factor de riesgo para el desarrollo posterior de una PcP tiene sustento
y por ello la realizacién de una profilaxis especifica a aquellos pacientes en riesgo de
desarrollar una PcP seria una intervencion adecuada que mejoraria el prondstico de estos

pacientes.

Hasta el momento, tan solo existe consenso sobre cuidndo se debe iniciar la
profilaxis para evitar una PcP en pacientes con infeccién por el VIH. Tal y como se comentd
en la introduccién, las guias recomiendan iniciar la profilaxis primaria frente a PcP en
personas con infeccion por el VIH, en adolescentes y adultos, incluyendo embarazadas y
los pacientes bajo TARGA; cuando el recuento de células CD4 es inferior a 200
células/mm3 (o CD4 menores de un 15% de los linfocitos totales con alguna enfermedad
definitoria de SIDA) o el paciente tiene una historia de la candidiasis orofaringea (Panel de
expertos de Grupo de Estudio del Sida 2008).

Las recomendaciones de profilaxis para nifios infectados con VIH dependen de la
edad. La quimioprofilaxis debe realizarse siempre para nifios de 6 afios o mas, basado en
las directrices de adultos, para nifios de 1 a 5 afios si el recuento de CD4 es inferior a 500
células/mm3 o porcentaje de CD4 es inferior al 15%, y para todos los lactantes infectados
por el VIH menores de 12 meses y recomiendan la profilaxis secundaria a todos aquellos
pacientes VIH que han presentado una PCP y suspender seguin los criterios generales.

(Centers for Disease Control and Prevention, 2009).

Sin embargo, se ha realizado una metanalisis sobre la indicacion de profilaxis en
pacientes inmunodeprimidos sin infecciéon por el VIH, donde se analizaron doce ensayos
aleatorios, incluyendo 1245 pacientes (50% hombres) que habian sido sometidos a
trasplante autélogo de médula o6sea, trasplante de oOrgano sdélido, enfermedades
hematoldgicas o cancer. Cuando se utilizd el trimetoprim-sulfametoxazol como profilaxis
se observo una reduccion del 91% en la incidencia de PcP (RR, 0,09; 1C95%: 0,02-0,32),
con un numero necesario a tratar de pacientes (NNT) de 15 (IC 95%: 13-20). Se redujo de
forma significativa la mortalidad relacionada con PcP (RR 0,17, IC 95%: 0,03-0,94),
mientras que la mortalidad por cualquier otra causa no cambio significativamente (RR =
0,79, IC 95%, 0,18-3,46). Se concluy6 finalmente que esta justificada la profilaxis frente a
Pneumocystis si el riesgo de PcP es mayor del 3,5% en adultos (en los nifios donde existe
un riesgo menor, probablemente esté justificada la profilaxis debido a que los eventos

adversos son poco frecuentes) (Green, Paul, Vidal & Leibovici, 2007).
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El grupo japonés de Mori y colaboradores (2009) realizé un seguimiento a una
cohorte de pacientes con AR que se sometian a terapia inmunosupresora para evaluar los
efectos preventivos de una profilaxis especifica frente a Pneumocystis. Para ello, realizaron
un seguimiento a 82 pacientes a los que se les realizaba PCR en esputo inducido o LBA. A
los pacientes que fueron positivos se les sigui6 mediante PCR cada dos semanas y
tomografia axial computerizada de alta resolucién (TACAR); a los que desarrollaron una
PcP se les hizo seguimiento por PCR semanal y a los que fueron negativos o negativizaban
después de haber sido positivos, se les espaciaba la PCR a los meses primero, tercero y
sexto. Detectaron a nueve pacientes colonizados (11%) y tres de ellos desarrollaron una

PcP previa al inicio de la profilaxis especifica.

En todos los casos de colonizacién la quimioprofilaxis durante 1-2 semanas hizo
que se negativizara la PCR y que no volviera a positivizarse durante el seguimiento, por lo
que los autores concluyen que los pacientes con AR que se someten a terapia
inmunosupresora y colonizados por Pneumocystis se beneficiarian de una profilaxis a
corto plazo frente a PcP (Mori, 2009). En este sentido se ha sugerido que la identificacion
de los sujetos colonizados por Pneumocystis mediante el analisis molecular de muestras
de LOF podria ser una prueba de cribado previa a la introduccién de tratamientos con
farmacos anti-TNF en pacientes con enfermedades autoinmunes para prevenir el

desarrollo de PcP (Wissmann, Varela & Calderén, 2008).

Posteriormente, el estudio realizado en Tailandia por Vananuvat y colaboradores
(2011) concluy6 que la profilaxis primaria con TMP/SMZ es eficiente en pacientes de alto
riesgo de PcP. En éste, se hizo un analisis retrospectivo de pacientes con enfermedades
sistémicas atendidas en las consultas externas de un servicio de reumatologia. Se
incluyeron como pacientes o episodios de riesgo aquellos que, ademas de presentar una
enfermedad sistémica, recibian esteroides a dosis equivalente a 20 mg/d al menos durante
dos semanas y donde se pudo realizar un seguimiento de tres meses. Detectaron 138
episodios de riesgo de PcP en 132 pacientes, en 59 de los cuales su médico responsable le
habia prescrito TMP/SMZ en dosis diaria semanal, mientras que en 79 episodios no. Se
detectaron seis casos de PcP 4,3% (IC al 95%: 1,6%-9,2%) anual, todos ellos en el grupo
que no habia recibido la profilaxis especifica, por lo tanto con una incidencia diferente y
estadisticamente significativa (p = 0,038). Se observaron una reduccién absoluta del riesgo
y reduccion del riesgo relativo del 7,3% y 100%, respectivamente, y un NNT de 14. De las
reacciones adversas documentadas, todas fueron leves en cinco pacientes con LES (8,5%).

La mortalidad de las neumonias fue del 50%. Por ello concluyen que el uso de TMP/SMX a
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dosis Unica diaria, seria efectivo como profilaxis primaria en pacientes con enfermedades

sistémicas con alto riesgo.

7.1.5 LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Para evaluar la posible presencia de colonizacién por Pneumocystis en los
pacientes con enfermedades autoinmunes con y sin tratamiento con fAirmacos anti-TNF se
han empleado en este estudio técnicas moleculares para la deteccion de ADN del

microorganismo en muestras no invasivas.

Una posible limitacion de nuestro estudio reside en el hecho de que la deteccién de
ADN de Pneumocystis en los pacientes no necesariamente indica la existencia de
microorganismos completos y viables con capacidad infectiva. En este sentido, algunos de
los casos identificados podrian no ser verdaderos portadores del microorganismo. Sin
embargo, al no disponerse de otras técnicas para confirmar los resultados, ya que las
técnicas de tincion carecen de sensibilidad en el caso de portadores y no existen métodos
de cultivo, la presencia de ADN de Pneumocystis en muestras respiratorias se ha
considerado suficiente para identificar los sujetos colonizados en estudios realizados por
diversos autores (Vargas et al., 2010; Pereira et al.,, 2014; Khalife et al., 2015; Juliano et al,,
2015).

En modelos animales la identificacion de ADN de Pneumocystis en muestras de
secreciones respiratorias altas es un buen indicador de la presencia del microorganismo
en los pulmones. (0z & Hughes, 1999). Por otro lado, los modelos animales ha mostrado
también que Pneumocystis puede mantenerse en el alveolo pulmonar de individuos
inmunocompetentes con un estado de replicaciéon activo y manteniendo su capacidad

infectiva (Chabé et al, 2004).

Las técnicas de PCR para la amplificacion de diferentes genes de Pneumocystis
estdn validadas y son ampliamente utilizadas para la realizacion de estudios
epidemioldgicos de colonizacion. El principal inconveniente de este tipo de técnicas es la
aparicién de falsos positivos, fundamentalmente por problemas de contaminacidn, lo que
podria representar una posible limitacion a la hora de interpretar los resultados de este
estudio. Sin embargo, para evitar el riesgo de contaminacidn, durante el procesamiento de
las muestras se tomaron medidas encaminadas a eliminar la posible presencia de ADN
exdgeno como los amplicones de determinaciones anteriores. Para ello, la extraccion de

ADN, y las fases previas y posteriores a la amplificacion se realizaron en zonas de trabajo
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separadas espacialmente. Las superficies de trabajo se limpiaron con soluciones
especificas que destruyen el ADN antes y después de trabajar en ellas. Asimismo, se
usaron puntas con filtros y controles negativos (agua estéril) y positivos (muestras de

pacientes con PcP diluidas 1:10) en todos los ensayos.

Otra posible limitaciéon de nuestro estudio podria estar en relacién con la validez
del uso de técnicas moleculares en muestras de LOF para identificar la presencia de
colonizacion. El diagndstico clinico de la PcP continua realizdndose mediante la
identificacion directa del patégeno en muestras de LBA o esputo convencional o inducido
(Calderdn, 2010), pero este tipo de abordaje no puede emplearse para evaluar la presencia
de colonizacién en estudios epidemioldgicos como el nuestro en el que se incluyen sujetos
que habitualmente no expectoran y donde éticamente no hay justificaciéon para obtener

una muestra de LBA mediante fibrobroncoscopia.

Sin embargo, en los Ultimos afios varios estudios han demostrado la utilidad de
técnicas mas sensibles como la PCR para el estudio del fenémeno de la colonizacién en
muestras respiratorias como el LOF o el aspirado nasal (Medrano et al., 2005; Respaldiza
et al., 2006; Vargas et al., 2010), que pueden ser facilmente obtenidas de forma no
invasiva. En concreto, el abordaje utilizado en el presente estudio en el que se utilizan
muestras de LOF y PCR para el gen mtLSU rRNA de Pneumocystis ha sido utilizado con
éxito en estudios previos (Medrano et al, 2005; Respaldiza et al., 2006), habiéndose
demostrado que tiene una sensibilidad del 95.6% y una especificidad del 87,5% para el
diagnostico de la colonizacién (Respaldiza et al., 2006), lo que la valida como una técnica

idonea para la realizacion de estudios epidemioldgicos como el presente.

Por ultimo, cabria plantearse como una limitaciéon de este estudio el no haber
incluido una poblacién de sujetos sin enfermedades autoinmunes para poder establecer
comparaciones. Sin embargo, disponiamos de estudios previos realizados por nuestro
grupo en la misma zona que incluian una gran variedad de situaciones clinicas e incluso
sujetos sanos que hemos podido utilizar como referencia (Montes-Cano et al., 2004;

Medrano et al., 2005).

Por tanto, determinar cudles son aquellos factores que aumentan el riesgo de estar
colonizados por P. jirovecii y del desarrollo de PcP en los pacientes con enfermedades
sistémicas serd clave para determinar cuales de estos pacientes se beneficiaran de una

profilaxis especifica frente a este patégeno oportunista.
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7.2 _FACTORES DE RIESGO PARA LA COLONIZACION POR P.
JIROVECII EN PACIENTES EN TRATAMIENTO CON INFLIXIMAB

Para profundizar en el andlisis de los factores de riesgo para la colonizacién por
Pneumocystis en pacientes en tratamiento con farmacos anti-TNF nos hemos centrado en
los que estaban recibiendo infliximab por ser farmaco mas utilizado y con el que se tiene

mas experiencia de manejo.

La tasa de colonizacion detectada en el grupo control fue del 22,2%, por lo que 14
sujetos de 63 estaban colonizados por Pneumocystis, mientras que en el grupo de
pacientes que recibian infliximab, se detecté este hongo en el lavado orofaringeo en 18
pacientes, representado un 29% del total de este grupo, pero sin diferencias

estadisticamente significativas.

Cuando realizamos el analisis de las caracteristicas de los pacientes que estan
colonizados frente a aquellos que no lo estan, similar a lo que encontramos previamente,
se observé una mayor tasa de fumadores y enfermos con EPOC en los pacientes
colonizados, aunque sin poder asociarlo de forma estadisticamente significativa cuando

agrupamos a estos 125 pacientes.

Resulta interesante constatar como el uso de esteroides esta relacionado de forma
significativa con la presencia de colonizacion, incluso en el analisis ajustado (OR: 2,275, IC
al 95%: 1,223-6,329, p= 0,016 y OR ajustada: 4,190, IC al 95% de: 1,339-12,551 p=0,01,
que no se observaba cuando se agrupaban todos los pacientes en tratamiento con
farmacos anti-TNF). Sin embargo, el efecto de los esteroides no es dosis- dependiente (OR:

1,062; IC 95%: 0,999-1,128 p=0,053 y OR ajustada: 1,065; IC 95%: 0,977-1,162, p=0,154).

En esta misma linea, el uso de metrotexato se asociaba en el analisis univariante a
la presencia de colonizacién (OR: 3,130; IC 95%: 1,176-8,327, p= 0,0229, aunque esta
relacion se pierde en el analisis ajustado (OR ajustada: 2,435; IC 95%: 0,695-8,532, p=
0,164).

Curiosamente al analizar solo el grupo de pacientes en tratamiento con infliximab
se pudo comprobar cémo la tasa de colonizacién aumentaba con el tiempo, es decir a
mayor tiempo de tratamiento con el farmaco, observamos que es mayor el nimero de
pacientes colonizados, siendo del 100% cuando son mas de 5 afios desde el inicio (OR:

3,650; IC 95%: 1,558-8,552 p=0,003 y OR ajustada: 6,132; IC del 95%: 2,037-18,462, p=
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0,001), datos que no han sido descritos en ningin otro estudio hasta el momento. En esta
misma linea, se pudo demostrar que el efecto del infliximab sobre el riesgo de colonizacion
por Pneumocystis en dosis dependiente y aumento con las semanas de tratamiento (OR:
1,008; IC al 95%:1,004-1,013, p= 0,001 y OR ajustada: 1,01, IC al 95%: 1,004-1,016, p=
0,001).

En este estudio la duracion del tratamiento con infliximab fue el principal factor de
riesgo para la colonizacién por Pneumocystis junto al tratamiento con corticoides, aunque

el efecto de estos no fue dosis dependiente.

Estos hallazgos resultan de especial importancia a la hora de disefiar posibles
estrategias preventivas para disminuir el riesgo de PcP en pacientes con enfermedades
autoinmunes y plantea la necesidad de tener en cuenta no solo el tipo de fArmaco anti-TNF

utilizado sino también el efecto acumulado del uso de los mismos.
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8. CONCLUSIONES

La prevalencia global de colonizacion por Pneumocystis jirovecii en pacientes con
enfermedades sistémicas en nuestro medio ha sido alta, del 21%; y en concreto entre
aquellos pacientes que reciben farmacos anti-TNF ha sido del 20,5%, sin haber existido
diferencias estadisticamente significativas entre los que si reciben este tipo de farmacos y
los que no.

Existe una mayor tasa de colonizaciéon entre el grupo de pacientes que reciben
infliximab frente a los demas grupos, aunque sin diferencias significativas. Sin embargo, si
hemos hallado que a mayor tiempo de exposicién a este fAirmaco, mayor nimero de
pacientes estan colonizados.

Asi mismo, no hemos encontrado diferencias significativas en cuanto a la colonizacién
segin las enfermedades de bases estudiadas: Artritis reumatoide, Espondilitis
anquilosante, Psoriasis ni Artritis psoriasica.

El factor de riesgo que se asocia con mas fuerza al hecho de la colonizacién en los
pacientes estudiados ha sido el uso concomitante de metrotexato. Existe asociacion,
aunque mas débil, con el uso de esteroides y la mayor edad de los pacientes.

No hemos encontrado relacion significativa entre el habito tabaquico ni si
presentaban enfermedad pulmonar crénica de base o uso previo de sulfamidas.
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CONCLUSIONS

The overall prevalence of Pneumocystis jirovecii colonization in patients with
systemic diseases in our study has been high at 21%; and in particular among patients
receiving anti-TNF drugs was 20.5%, with no statistically significant differences between
patients who received this drugs and those who do not.

There is a higher rate of colonization among the group of patients receiving
infliximab compared to other groups, although no statistically significant differences.
However, we found that colonized individuals increased as the length of treatment with
infliximab increased.

Likewise, we have not found significant differences in colonization by studied
diseases: rheumatoid arthritis, ankylosing spondylitis, psoriatic arthritis or psoriasis.

The risk factor associated more strongly to the fact of colonization in the patients
studied has been the concomitant use of methotrexate. We found a relationship, although
weaker, with the use of steroids and with older patients.

We have not found significant relationship between smoking or if they had chronic
underlying pulmonary disease or previous use of sulfonamides.
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