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PRESENTACION Y JUSTIFICACION
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1-PRESENTACION Y JUSTIFICACION

La presente Tesis Doctoral esta estructurada siguiendo las directrices de la normativa
para la presentacion de la Tesis Doctoral por compendio de publicaciones, aprobada por
la comision de doctorado de la Universidad Autonoma de Barcelona (UAB) con fecha
de 16 de julio de 2016.

Los estudios que forman parte de esta Tesis Doctoral pertenecen a una misma linea de
investigacion dirigida al conocimiento de la inflamacion sistémica y pulmonar en la
Neumonia Adquirida en la Comunidad (NAC) y su relacién con parametros de

resolucion clinica del proceso infeccioso.

Los estudios estan recogidos en dos articulos originales y publicados en revistas de
amplia difusion internacional en el campo de la neumologia, con un factor impacto

global de 9,646. Dichos articulos se presentan en su version original en inglés.

El primer estudio de esta Tesis Doctoral evalua el estado de activacion del neutréfilo y
su apoptosis asi como el patron de respuesta inflamatoria a nivel local (en lavado
broncoalveolar) y a nivel sistémico (en sangre periférica), en pacientes hospitalizados

con NAC que no responde al tratamiento antibiotico.

Los resultados obtenidos del primer estudio permiten ampliar el conocimiento sobre los
mecanismos de respuesta inflamatoria implicados en el control y resoluciéon de la

neumonia que no responde al tratamiento.

El segundo estudio de esta Tesis Doctoral analiza el perfil inflamatorio sistémico y
pulmonar en pacientes hospitalizados por NAC no respondedora que habian recibido
tratamiento combinado con macrélidos o tratamiento sin macroélidos. Ademas se evaluo
el impacto del tratamiento con macrdlidos sobre los parametros de resolucion clinica de
la NAC.

Los resultados obtenidos del segundo estudio proporcionan informacion relevante sobre
los efectos antiinflamatorios e inmunomoduladores de los macrolidos que les otorgan un
papel diferente respecto a las utilidades clasicas como antibidticos abriendo por tanto

nuevas posibilidades terapéuticas en la NAC.
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ANTECEDENTES DEL TEMA
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2-ANTECEDENTES DEL TEMA

2.1-Introduccién

La neumonia adquirida en la comunidad (NAC) continla siendo un problema de salud
mundial. Presenta una incidencia de 3 a 5 casos por 1.000 habitantes por afio en la
poblacion adulta. Esta incidencia se ve incrementada con la edad y la presencia de
comorbilidades (1,2,3). Es la infeccion que con mayor frecuencia condiciona el ingreso
hospitalario, de tal modo que el 40 % de los pacientes con NAC requieren
hospitalizacién y alrededor del 10% de los hospitalizados precisaran ingreso en una
unidad de cuidados intensivos (UCI) (1).

A pesar de los avances en la terapia antimicrobiana con disponibilidad de nuevos y
potentes antibidticos y vacunas efectivas, la NAC continla siendo la causa mas
frecuente de muerte debido a infeccién en paises desarrollados. La mortalidad de la
NAC se situa en torno al 1% en el paciente ambulatorio y entre el 5y 15 % en pacientes
hospitalizados inmunocompetentes (4,5).

La mayoria de los pacientes hospitalizados por NAC responden favorablemente al
tratamiento antibiotico inicial, sin embargo entre un 10-25% de ellos presentan un
fracaso al tratamiento antibidtico empirico y un en 10% de los casos pueden desarrollar
una neumonia rapidamente progresiva de riesgo vital (6). La mortalidad, en estos casos
de no respuesta al tratamiento, presenta un aumento importante, pudiendo alcanzar
cifras de hasta el 40-49% (7,8,9). En estas situaciones, los sintomas y signos de
infeccion persisten sin alcanzar la estabilidad clinica apareciendo distintos cuadros
clinicos producidos por la diseminacion de la infeccion y el fracaso de drganos. En su
forma mas grave, la NAC cursa con un deterioro clinico que en general, suele ocurrir en
las primeras 72 horas, con insuficiencia respiratoria grave o necesidad de ventilacion

mecanica y/o aparicion de shock séptico (10,11) o necesidad de ingreso en UCI (12).

En este contexto, el término Neumonia que no responde define una situacion en la cual
estd presente una respuesta clinica inadecuada a pesar del tratamiento antibiotico. De
forma general, la falta de respuesta depende de factores relacionados con la gravedad

inicial, con el microorganismo causal y con las caracteristicas del huésped.
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La Infectous Diseases Society of America/American Thoracic Society Consensus
Guidelines on the Management of Community-Acquired Pneumonia in Adults
(IDSA/ATS) (13) define la ““nonresponding pneumonia’ (o neumonia que no responde)
como la ausencia o retraso en alcanzar la estabilidad clinica en el plazo de 72 horas
teniendo en cuenta que la mediana en dias necesarios para alcanzar dicha estabilidad es
de 3 dias (14). Menéndez y colaboradores (8), en un estudio multicéntrico en pacientes
hospitalizados por NAC, diferenciaron fracaso precoz (“early failure’) definido como
deterioro clinico dentro de las primeras 72 horas de iniciado el tratamiento antibidtico
por una 0 mas de las siguientes causas: inestabilidad hemodinamica, aparicion o
empeoramiento de fracaso respiratorio, necesidad de ventilacion mecanica, progresion
radioldgica o aparicion de nuevos focos de infeccidn; y fracaso tardio (“late failure™),
definido como persistencia o reaparicion de la fiebre y sintomas o instabilidad
hemodinamica, el desarrollo o empeoramiento de fracaso respiratorio (saturacion de
oxigeno <90% o presion parcial arterial de oxigeno (PaO2) >60 mmHg respirando aire
ambiente, progresion radioldgica o la aparicion de nuevos focos infecciosos tras 72

horas de tratamiento antibiético.

La etiologia de la NAC que no responde puede ser infecciosa hasta en un 40% de los
casos, mientras que se ha observado que en aproximadamente un 15% de los casos la
causa es no infecciosa (15). Los microorganismos identificados con mayor frecuencia
son Streptococcus pneumoniae, Streptococcus spp, Legionella pneumophila,
Staphylococcus aureus, Pseudomona aeruginosa y enterobacterias (7). Es por tanto
importante destacar que hasta en un 30% de los casos de NAC, no se identifica la causa
especifica de falta de respuesta (10). La actuacion ante una NAC que no responde debe
incluir una reevaluacién completa que confirme o reconsidere el diagnostico de NAC y
poder descartar asi otros diagnosticos alternativos. Esta nueva reevaluacion de la NAC
incluiria la obtencién de muestras para examen microbioldgico mediante técnicas no
invasivas e incluso invasivas a través de broncoscopio como cepillo y/o lavado
broncoalveolar (LBA); y el empleo de otras técnicas de imagen como la Tomografia
computarizada toracica (13,15,16) que permitiria ademéas examinar mediastino, posibles

complicaciones pleurales y el parénquima pulmonar.
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2.2-Defensa pulmonar frente a la infeccion

La principal funcion del pulmén es el intercambio gaseoso a través de la membrana
alveolo-capilar y presenta una extensién aproximada de 100 m?. De este modo, la via
respiratoria proximal y distal representan la superficie epitelial mas extensa del todo el
organismo en contacto con el medio ambiente (17). Esta caracteristica facilita el
intercambio gaseoso pero también contribuye a que las vias respiratorias sean
particularmente susceptibles a la infecciobn dado que toda esa superficie esta
continuamente expuesta a multitud microorganismos y particulas organicas e
inorgadnicas en suspension que son arrastradas con el aire inhalado. El riesgo de
infeccion respiratoria dependera de la habilidad de los microorganismos para alcanzar la
superficie epitelial respiratoria y de su capacidad para multiplicarse e invadir el tejido
circundante. A pesar de la continua exposicion a microorganismos, desde que estos
agentes son depositados sobre la superficie del tracto respiratorio, un complejo sistema
de mecanismos de defensa mantiene estéril el pulmén. Los principales componentes de
defensa pulmonar estarian representados por los mecanismos de la via aérea y su
mucosa (mecanismos de defensa luminal, células epiteliales, células sanguineas
derivadas de la mucosa) y por los espacios alveolares (neumocitos tipo | y II,
neutrofilos, macrofagos alveolares...) (17). Para permitir un adecuado intercambio
gaseoso, los agentes extrafios y los microorganismos deben ser detenidos en su
progresion hacia la via aérea distal y eliminados sin provocar una respuesta inflamatoria
excesiva (17). La respuesta pulmonar a estos estimulos inflamatorios afecta a la
supervivencia del huésped puesto que el pulmdn debe mantener su integridad estructural
para el intercambio gaseoso. La capacidad del pulmoén de generar una respuesta
inflamatoria aguda es necesaria para asegurar una adecuada eliminacién de los agentes

nocivos (18).

2.2.1-Inmunidad innata pulmonar y reclutamiento de neutroéfilos

La inmunidad innata es el sistema de defensa mas antiguo de los vertebrados superiores.
Esta formado por proteinas solubles que son capaces de unirse a productos microbianos,
y por células fagociticas que estan circulando en el torrente sanguineo y que migran a

los tejidos lesionados, o residen en distintos 6rganos atentas a la presencia de agentes
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extrafios. Su funcién principal es la eliminacion de los microorganismos del espacio
alveolar. La inmunidad innata estd siempre activa y proporciona una respuesta
inmediata reconociendo e inactivando los productos microbianos que penetran en el
pulmoén (19). Un sistema fagocitico dual que engloba a macrofagos alveolares y

leucocitos polimorfonucleares media en la eliminacion de microorganismos.

Dependiendo de la carga de los agentes patogenos y de los mecanismos de la inmunidad
innata implicados a nivel local, diversas cantidades de células inflamatorias,
principalmente neutrofilos son reclutados rdpidamente desde el torrente sanguineo. Los
leucocitos polimorfonucleares no forman parte de la poblacién celular habitual del
alveolo, pero constituyen la poblacién mas abundante de fagocitos circulantes que
pueden ser reclutados desde el compartimento vascular mediante la accion
quimiotactica de diversas moléculas liberadas tanto por los macréfagos activados como

por los microorganismos.

El reclutamiento de neutrdfilos es un componente importante de la respuesta innata
protectora del huesped frente las infecciones bacterianas (20). Se trata de un proceso

complejo que depende de una serie de eventos concatenados:

-Activacion de células endoteliales y la expresion de moléculas de adhesion de

células derivadas de neutréfilos endoteliales;
-Adhesion de los neutrofilos a las células endoteliales;

-Activacion del neutrofilo y expresion de moléculas de adhesion derivadas del

neutrofilo;

-Diapédesis del neutrofilo y migracion de los neutréfilos a través de la barrera
vascular (17).

La migracion de los neutrofilos desde el torrente sanguineo hacia el endotelio vascular
se inicia con la expresion en su superficie de selectinas (L-selectina) que se une a las
sialomucinas de las células endoteliales facilitando la migracion de los neutréfilos. Por
otro lado, una vez el microorganismo ha sido reconocido por el macrofago alveolar, éste
inicia la produccion de mediadores inflamatorios en el espacio alveolar (citocinas: TNF-
a, interleucina-IL-1p, entre otras) que regulan la expresion de multiples moléculas de

adhesion en las células endoteliales y que provocan también la produccion de
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quimiocinas de origen pulmonar como la IL-8 siendo clave para la adhesion de los
neutrdfilos al endotelio y su posterior migracion al tejido inflamado. Estas moléculas de
adhesion se unen a los neutréfilos incrementando su adherencia al endotelio vascular.
La interaccion de selectinas y quimiocinas con sus respectivos ligandos desencadena
vias de sefalizacion transmembranales dentro de los neutrofilos que conduce a la
expresion de integrinas-p2CD11/CD18 y a la liberacion de L-selectina. La adhesion de
los neutrdfilos al endotelio vascular se produce a través de la union de las integrinas con
ICAM-1y 2, y dependera ademas del estimulo inflamatorio. Una vez los neutrdfilos se
encuentran adheridos firmemente a las células endoteliales, se aplanan y se desplazan a
través de las uniones intercelulares mediante el proceso de quimiotaxis. Esta migracion
directa hacia los alveolos afectados depende de la expresion de quimioatrayentes de
neutrofilos (leucotrieno B, -LTBy4-, factor activador de plaquetas -PAF-, y
principalmente quimiocinas e interleucinas-1L-8) que han sido liberados tanto por el
huésped como por el microorganismo durante el proceso inflamatorio. Durante la
migracion de los neutr6filos y la unidn a los quimioatrayentes se inducen multiples vias
de sefializacion intracelular que convergen en la activacion de proteina quinasa activada
por mitdgeno (MAPK) que da lugar a modificaciones en el citoesqueleto y la aparicion
de fibras de estrés que permiten que los neutrd6filos migren hacia el estimulo
quimitactico (21,22).

Este proceso determina un secuestro temporal de polimorfonucleares en el pulmon de
modo que su concentracion en el lecho vascular pulmonar es hasta 100 veces mayor que
en la circulacion extrapulmonar. Los neutrofilos reclutados son también activados y
seran capaces de responder de forma inmediata a los estimulos infecciosos dentro del

espacio alveolar. Figura 1.
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Figura 1: Migracion del neutréfilo hacia el

quimioatrayentes (tomada de Luster AD [23]).
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La existencia de defectos en el reclutamiento de los neutrofilos se asociara a una mayor

dificultad en la destruccidn de los microorganismos y a un aumento de la mortalidad.

2.2.2-Papel de la apoptosis del neutrofilo en la resolucion de la respuesta

inflamatoria aguda y defensa del huésped

La presencia de microorganismos en el tracto respiratorio inferior inicia una respuesta

inflamatoria aguda caracterizada por una rapida afluencia de polimorfonucleares

neutréfilos hacia el parénquima pulmonar afectado. La regulacién de la supervivencia

del neutréfilo es fundamental en la propagacion y resolucién de la inflamacion y esta

directamente implicada en la patogénesis de la inflamacion prolongada o inapropiada en

infecciones severas y en procesos autoinmunes (24).
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Los componentes celulares del pulmon estan continuamente renovandose a traves de un
proceso de vida y muerte celular. La muerte celular en los organismos vivos se presenta
como necrosis 0 como apoptosis, ésta Ultima también conocida como “muerte celular
programada”. Cada una de ellas posee caracteristicas morfologicas y bioquimicas
distintas. La necrosis celular hace referencia a un proceso de muerte no regulado que
ocasiona la desintegracion de la membrana celular y sus organelas. En contraste, la
apoptosis es un proceso de muerte celular ordenado que esta desencadenado por sefiales
celulares controladas genéticamente. Se ha definido también como una forma de muerte
celular no inflamatoria caracterizada por la pérdida de granulos citoplasmaticos,
redondeo del nicleo y condensacion de la heterocromatina nuclear (25,26). En la tabla 1
se resumen las principales diferencias entre los procesos de apoptosis y necrosis.

Tabla 1: Principales caracteristicas diferenciales entre apoptosis y necrosis

APOPTOSIS

NECROSIS

Disminucion del volumen celular

Edema celular

Fragmentacién membrana celular

Rotura de la membrana celular

Formacion de cuerpos apoptoticos

Liberacién contenido citoplasmico

espacio extracelular

al

Condensacion cromatina

Fragmentacién nucleo y cromatina

Degradacion del ADN ordenada

Degradacion del ADN aleatoria

No reaccion inflamatoria

Reaccion inflamatoria

Requerimiento energético

No gasto energético

Los neutrdfilos sufren apoptosis espontanea como un mecanismo para mantener la
homeostasis del sistema inmune. Mientras que la supervivencia del neutrofilo es
fundamental para la defensa frente a los microorganismos y evitar la propagacion de la
infeccion, la apoptosis es también clave para disminuir la funcién celular y la capacidad

proinflamatoria cuando los neutrofilos ya no son necesarios. De esta forma, la respuesta
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inflamatoria se limita y resuelve sin ocasionar dafio tisular local o sistémico. Tras la
apoptosis, los neutrofilos son fagocitados por macréfagos alveolares que proporcionan
los medios para resolver la respuesta inflamatoria sin liberar moléculas citotdxicas que
dafarian los tejidos del huésped. Si el proceso de fagocitosis por los macrofagos
alveolares no es adecuado, bien por un exceso de neutrofilos apoptéticos o por una
alteracion en la produccion de citocinas, los neutrofilos experimentan una necrosis
secundaria que amplifica la inflamacion y produce dafio tisular (24,27,28). En la figura

2 se muestra las posibles vias en la interaccion entre microorganismo y neutréfilo.

Figura 2: Interaccion entre microorganismo y neutréfilo (tomada de Kennedy AD y col

[25]).
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2.3-Inflamacién sistémica: papel de las citocinas en la defensa del huésped

Las citocinas constituyen un grupo heterogéneo de proteinas solubles de bajo peso
molecular que forman parte de una red compleja que regula la respuesta inmune e

inflamatoria. La mayoria de células del sistema inmune y una amplia variedad de
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células en el organismo son capaces de liberar citocinas y/o responder a ellas a través de
receptores especificos. En la neumonia se produce una respuesta inflamatoria del
huésped frente a los microorganismos a partir de la activacion celular de macréfagos y
neutrofilos principalmente con aumento de marcadores biologicos y produccion
sistemica de citocinas. Son muchos los factores implicados en la respuesta inmunitaria
del pulmdn desencadenada por el proceso infeccioso, sin embargo, las citocinas
constituyen el grupo de mediadores mas numeroso y con mayor expresion. Junto a otros
factores solubles y moléculas de superficie, las citocinas, estan implicadas en el
reconocimiento de microorganismos, reclutamiento de leucocitos y eliminacion de
microorganismos. Las citocinas que han mostrado desempefar un papel fundamental en
la inmunidad innata del pulmén incluyen: factor de necrosis tumoral (TNF),
interleucinas (IL) 1L-10, IL-12, IL-6, y la quimiocina IL-8, interferén gamma (INF-y), y
factor estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF) (29). La produccion de
citocinas es variable, y depende de factores como el microorganismo responsable de la
infeccion, el tratamiento administrado, y principalmente del propio huésped (30). La
interaccion de estos factores puede producir diversas respuestas que influiran en la
evolucion clinica y en la resolucion de la neumonia. La respuesta inflamatoria debe
producirse en cantidad suficiente para superar la proliferacion y diseminacion del

microrganismao.

Se ha relacionado la produccion local y sistémica de citocinas proinflamatorias con la
gravedad inicial de la neumonia, ya que, aunque estos mediadores tienen un efecto
beneficioso en la respuesta del huésped, la produccion excesiva puede ser perjudicial.
En este sentido, en un estudio realizado por nuestro grupo, en NAC hospitalizada,
Menéndez y colaboradores (31), detectaron que el aumento de citocinas (IL-6, IL-8) y
biomarcadores (procalcitonina-PCT-, proteina C reactiva-PCR-) estaban relacionados
con el fracaso terapéutico tanto precoz como tardio y peor pronoéstico, y que ademas,
una reduccién en estos niveles se asociaba con una buena respuesta. Una produccion
excesiva de citocinas proinflamatorias, como IL-6 y TNF-a, se relaciona con un efecto
deletéreo sobre el huésped y mayor mortalidad (31,32,33). Al mismo tiempo, se
produce una respuesta antiinflamatoria compensadora, mediada por el aumento de
citocinas como la IL-10, existiendo un equilibrio dinamico y cambiante entre los

componentes proinflamatorios y antiinflamatorios en la respuesta inmune. Si la
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respuesta antiinflamatoria generada es excesiva puede causar un efecto perjudicial (34).
Kellum y colaboradores (35) en un amplio estudio en pacientes hospitalizados con NAC
demostraron que una elevacion sistémica de los niveles de I1L-6 e IL-10 se asociaba a un
peor prondstico en casos de neumonia y de sepsis. Del mismo modo, nuestro grupo en
un trabajo de Martinez R y colaboradores (36) constataron que el exceso de citocinas
(IL-6 e IL-10) se asociaba con mayor mortalidad, y que diferentes factores
independientes como bacteriemia, confusion, derrame pleural e hipotensién, estaban

relacionados con un exceso de ambas citocinas.

En los ultimos afios hemos conocido mejor la respuesta inflamatoria sistémica y
pulmonar en infecciones severas y sepsis. Sin embargo, no disponemos de datos
definitivos sobre qué factores causan una excesiva respuesta inflamatoria o sobre el
papel de las citocinas en la neumonia de mala evolucion. En un estudio publicado en
pacientes hospitalizados por NAC, Menéndez y colaboradores confirmaron niveles
elevados de biomarcadores (PCR y PCT) y citocinas (IL-6 e IL-8) en casos de muerte y
que la elevacion de PCR y de IL-6 mostraban un valor predictivo independiente para
mortalidad a los 30 dias tras ajustar por escalas prondsticas (37).

Asi pues, sabemos que elevaciones persistentes de citocinas proinflamatorias a nivel
sistémico y pulmonar, se asocian a un incremento de la mortalidad tanto en NAC grave
como en la lesion pulmonar aguda, indicando que el grado de inflamacion pulmonar es
determinante en el curso clinico del proceso infeccioso (33,38). En el modelo animal, se
ha visto que la sobreexpresion del factor nuclear kp (NF- «xB) a nivel pulmonar
empeoraria la respuesta inflamatoria local y el dafio tisular en respuesta al proceso
infeccioso (39, 40).

El mejor conocimiento de la respuesta inflamatoria local y sistémica en el huésped, el
papel de la apoptosis del neutrofilo y su impacto en la evolucion de la infeccion,
podrian permitir modular dicha respuesta. Contribuir a ampliar el entendimiento sobre
la expresion inflamatoria en el huésped en la NAC y en la NAC que no responde al

tratamiento fue el sentido del primer articulo presentado.
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2.4-Macrolidos e inmunomodulacion

Los macrélidos son antibioticos comunmente empleados para el tratamiento de
infecciones de via aérea superior, piel y tejidos blandos causados por microorganismos
sensibles y en pacientes alérgicos a penicilina. Los mas empleados son claritromicina,
eritromicina y azitromicina.

Presentan en su estructura quimica un anillo lacténico macrociclico al que se le unen
uno o varios azucares. En funcién del namero de elementos contenidos en el anillo

macrociclico se clasifican en:
-Anillo de 14 atomos: entre ellos se encuentran eritromicina y claritromicina
-Anillo de 15 atomos: el més destacado es la azitromicina
-Anillo de 16 atomos: espiramicina, josamicina, midecamicina y rokitamicina.

El efecto antibacteriano de los macrolidos consiste en la inhibicion de la sintesis de
proteinas bacterianas mediante la union a la subunidad 50S del ribosoma bacteriano,
alteracion de la sintesis de la biopelicula bacteriana, y la atenuacién de otros factores de
virulencia bacteriana. Las caracteristicas farmacocinéticas de los macrélidos, como el
volumen de distribucion elevado y la acumulacion intracelular, permiten alcanzar
concentraciones tisulares elevadas, que en las vias respiratorias pueden ser de 50 a 100
veces superiores a las concentraciones detectadas de forma simultanea en plasma tras la
administracion de las dosis convencionales (40). Su espectro antibacteriano se centra en
cocos grampositivos (excepto estafilococos resistentes a meticilina y Enterococcus
spp.), Yy patégenos intracelulares (Mycoplasma pneumoniae, Chlamydophila
pneumoniae, Legionella spp., Borrelia burgdorferi y Coxiella burnetii). No tienen
actividad frente a la mayoria de bacilos gramnegativos. En los ultimos afios se ha
observado un aumento de la resistencia a estos antimicrobianos fundamentalmente para
el neumococo. En un estudio realizado en Espafia por Pérez-Trallero y colaboradores
(42) se concluye que un 34,5% de las cepas de S. Pneumoniae son resistentes a

eritromicina, claritromicina y azitromicina.

La terapia combinada con macrolidos para el tratamiento de la NAC con dos agentes
antibacterianos es una estrategia terapéutica recomendada por las guias manejo clinico

The Infectous Diseases Society of America and American Thoracic Society (IDSA/ATS)
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(13) y British Thoracic Society (BTS) (43) y Sociedad Espafiola de Neumologia
(SEPAR) (15) para asegurar la cobertura de micoorganismos atipicos. Diversos estudios
observacionales, han mostrado que los regimenes de antibidticos que contienen
macrolidos en el tratamiento de la NAC se ha asociado a disminucion de la mortalidad y
estancias hospitalarias mas cortas cuando se compara con tratamiento antibidtico en
monoterapia (44,45,46). Asadi y colaboradores (47), recientemente reportaron el
resultado de un meta-analisis, combinando estudios observacionales y ensayos
randomizados, del efecto del uso de los macrdlidos sobre la mortalidad en la NAC. Se
incluyeron 23 estudios y 137.574 pacientes y mostraron que los macrdlidos se asociaban

con una reduccién del 22% de la mortalidad en pacientes hospitalizados por NAC.

Se ha observado que algunos antibioticos, entre ellos los macrolidos, poseen ademas de
sus propiedades antimicrobianas, propiedades antiinflamatorias e inmunomoduladoras.
Estas propiedades han dotado a los macrolidos de nuevas posibilidades terapéuticas
ademaés de las clasicas como antimicrobianos, ofreciendo la posibilidad de usarlos en
procesos cronicos no relacionados con agentes bacterianos. Existe amplia evidencia que
el uso a largo plazo de macrolidos a dosis bajas se asocia con mejores resultados en
pacientes con enfermedades respiratorias cronicas como enfermedad pulmonar
obstructiva cronica (EPOC), fibrosis quistica (FQ), bronguiectasias no FQ, asma y
panbronquiolitis difusa (48,49,50), probablemente debido a los efectos antiinflamatorios
mMAas gue a un mecanismo antimicrobiano puro. Sin embargo, los mecanismos de accion
por los que los macrélidos presentan este doble efecto antimicrobiano vy

antiinflamatorio, no estan definidos con exactitud.

En general, los macrdlidos inhiben la sintesis y/o secrecion de citocinas
proinflamatorias mientras ejercen un efecto variable sobre la liberacion de citocinas
antiinflamatorias. Citocinas proinflamatorias como IL-1, IL-6 0 IL-8 y otros mediadores
de inflamatorios como INF-y 0 TNF-a, tienen claramente disminuida su expresion (51).
Interfieren en la funcion de los neutréfilos disminuyendo los procesos de migracion,
quimiotaxis y activacion celular ya que inhiben la formacién de citocinas, LTB4 y otras
moléculas necesarias para la adhesién de estas células (52). Estas alteraciones afectan a

la supervivencia celular ya que se ha visto que macrélidos como la claritromicina, la
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azitromicina y la roxitomicina inducen la apoptosis de neutrdfilos y de linfocitos (30,
53,54,55).

Se sabe que los macrélidos de 14 y 15 a&tomos como la claritromicina y la azitromicina,
inhiben el acoplamiento y retardan la formacion de “biofilm” que producen
determinadas bacterias, sobre todo Pseudomonas aeruginosa, en el epitelio respiratorio
al disminuir la sintesis de alginato y hexosa alterando de este modo la estructura
membranosa de la biopelicula (56,57). Ademas, los macrélidos tienen una importante
actividad sobre la produccion de moco al inhibir la expresion de los genes productores

de mucina de las células bronquiales caliciformes (tabla 2).

Tabla 2: Resumen de los mecanismos implicados en la actividad antiinflamatoria de los

macrolidos.

Inhiben la secrecion mucosa inducida por TNF-o,

Reducen la produccion de citocinas pro-inflamatorias I1-1p, IL-8 y neutrofilos en
LBA

Disminuyen la produccién de TNF-o e IL-6

Inducen la apoptosis de neutrofilos activados

Inhiben la activacion de NFxB

Suprimen la expresion de TLR

Disminucion de exotoxina mRNA inducida por TNF-o.

Suprimen la expresion de endotelina-1

TNF: factor de necrosis tumoral; IL: interleucina; LAB: lavado broncoalveolar; NF: factor nuclear; TLR: receptor
Toll-like.

El uso de macrodlidos en la NAC puede tener efectos beneficiosos, independientemente
de las propiedades antimicrobianas, proporcionando de esta manera soporte biol6gico
para estudios observacionales que muestran que el uso de macrolidos se asocia con una
menor mortalidad y morbilidad en la NAC. Los macrolidos tienen efectos
inmunomoduladores en multiples etapas de la cascada inflamatoria, que afecta a la

secrecion de citoquinas inflamatorias y células estructurales (figura 3).
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Figura 3: Efectos efectos inmunomoduladores de los macrolidos en la neumonia
adquirida en la comunidad (tomada de Meijvis SC y col [58]).

[ ﬁ;nt'u-m_fiémmalorgr effects

Pro-inflammatory cytokine production
Reactive cuygen species generation {

Inflammatory cells Release of polymorphonuchear cells
Vascular 1\I O | i I I =1 T T | b | A
epithelium O
s sTr=rsrsrer —=1T—=1 —= =T
O ILETNFa
() IL-8
Airway —T_ i R —
epithelium s\ . e el | e | ..‘3{.;1-; :}l
TTT g 1111 Vg | TTTTTTTTITIT N g /e,
B }or HiO; © o of sved
Bactaria gl P i
¢ Mucin b
Anti-sacratory effect * v 0, @

Effect on bacteria | lon transport

Mucus secretion
Protein synthesis

Biofilm formation ]
Virulence factors production | Epithebal cell barrier

Mucociliary function 4
Tight junctions
[i-defensin

TNF: factor de necrosis tumoral; IL: interleucina

El beneficio del uso de macrélidos como agentes inmunomoduladores en el manejo de
procesos inflamatorios respiratorios cronicos ha sido ampliamente documentado, sin
embargo los efectos en situaciones de inflamacion aguda como la neumonia sigue sin
estar todavia aclarados.

Intentar ampliar el conocimiento sobre el efecto del uso de macrolidos en situaciones de
infeccion aguda como la NAC y NAC que no responde al tratamiento fue el sentido del
segundo trabajo presentado.
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS DEL ESTUDIO 1
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3-JUSTIFICACION Y OBJETIVOS DEL ESTUDIO 1

I. Moret, MJ. Lorenzo, B. Sarria, E. Cases, E. Morcillo, M. Perpifiad, JM. Molina,
R. Menéndez. Increased lung neutrophil apoptosis and inflammation resolution in

nonresponding pneumonia. Eur Respir J 2011; 38:1158-1164.

En la neumonia adquirida en la comunidad (NAC), la respuesta inflamatoria del
huésped frente al microorganismo es necesaria para la resolucion del a infeccion. Sin

embargo un exceso de respuesta inflamatoria puede tener efectos deletéreos.

En la NAC, los neutrofilos activados migran del torrente sanguineo hacia el pulmoén
para la eliminacién de los microorganismos y posterior apoptosis. Se ha evidenciado la
existencia de una inflamacion persistente a nivel pulmonar y sistémico en casos de NAC

con falta de respuesta al tratamiento.

Nuestra hipdtesis es que la persistencia de neutréfilos activados a nivel pulmonar en la
NAC que no responde al tratamiento puede contribuir al mantenimiento de la

inflamacidn y al retraso en la resolucion del proceso infeccioso.

El objetivo principal del estudio fue evaluar la apoptosis del neutréfilo y el perfil de
citocinas (interleucina (IL)-6, 1L-8 e IL-10), a nivel local mediante lavado
broncoalveolar (LBA) y en sangre periférica en pacientes hospitalizados que
desarrollaron NAC no respondedora al tratamiento. Se analizd también su impacto

sobre los parametros clinicos de estabilidad y el tiempo de hospitalizacion.
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS DEL ESTUDIO 2
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4-JUSTIFICACION Y OBJETIVOS DEL ESTUDIO 2

MJ. Lorenzo, I. Moret, B. Sarria, E. Cases, J. Cortijo, R. Méndez, J. Molina, A.
Gimeno, R. Menéndez. Lung inflammatory pattern and antibiotic treatment in
pneumonia. Respiratory Research 2015; 16:15

El efecto inmunomodulador de los macrolidos produce un efecto beneficioso sobre el
huésped influyendo en la produccion de citocinas inflamatorias. Diversos estudios
observacionales han mostrado mejores resultados en pacientes con neumonia adquirida
en la comunidad (NAC) severa en aquellos casos en los que el tratamiento antibiotico

incluia macrolidos.

La hipdtesis del presente estudio es que la influencia del antibidtico sobre la produccion
de citocinas puede tener un efecto beneficioso sobre la resolucion de los parametros de
infeccion. Aunque la inflamacién sistémica ha sido examinada previamente, la
investigacion sobre los patrones de citocinas a nivel pulmonar en la NAC con diferentes
pautas de antibioticos es escasa.

Los objetivos de este estudio fueron analizar:

1.- El perfil de citocinas a nivel sistémico y pulmonar en pacientes hospitalizados por
NAC tras 72 horas de tratamiento antibiotico (esquema terapéutico con y sin antibiotico

macrolido).

2.- El impacto de los regimenes de tratamiento que incluian tratamiento antibidtico con

macrolidos sobre los parametros clinicos de resolucion.
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5-PUBLICACIONES ORIGINALES

Lo resultados de los estudios que forman parte de esta Tesis Doctoral han sido reunidos

en los siguientes trabajos:

1- Moret |, Lorenzo MJ, Sarria B, Cases E, Morcillo E, Perpifia M, Molina JM,
Menéndez R. Increased lung neutrophil apoptosis and inflammation resolution
in nonresponding pneumonia. Eur Respir J. 2011 Nov;38(5):1158-64. doi:
10.1183/09031936.00190410.

2- Lorenzo MJ, Moret I, Sarria B, Cases E, Cortijo J, Méndez R, Molina J, Gimeno
A, Menéndez R. Lung inflammatory pattern and antibiotic treatment in
pneumonia. Respir Res. 2015 Feb 7;16:15. doi: 10.1186/s12931-015-0165-y.
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Increased lung neutrophil apoptosis and
inflammation resolution in nonresponding
pneumonia

I. Moret*, M.J. Lorenzo™ """, B. Sarria*, E. Cases”, E. Morcillo*, M. Perpina”,
J.M. Molina® and R. Menéndez*"/

ABSTRACT: Neutrophil activation state and its relationship with an inflammatory environment in
community-acquired pneumonia (CAP) remain insufficiently elucidated. We aimed to evaluate the
neutrophil apoptosis and cytokine pattern in CAP patients after 72 h of treatment, and their impact
on infection resolution.

Apoptosis of blood and bronchoalveolar lavage (BAL) neutrophils was measured in nonrespond-
ing CAP (NCAP), in responding CAP (blood only) and in patients without infection (control). Pro-
inflammatory (interleukin (IL)-6, IL-8) and anti-inflammatory (IL-10) cytokines were measured. Main
outcomes were clinical stability and days of hospitalisation.

Basal neutrophil apoptosis was higher in the BAL and blood of NCAP, whereas spontaneous
apoptosis (after 24 h culture) was lower. Cytokines in NCAP were higher than in responding CAP
and control: IL-6 was increased in BAL and blood, IL-8 in BAL and IL-10 in blood. An increased
basal apoptosis (>20%) in BAL of NCAP was associated with lower systemic IL-10 (p<0.01),
earlier clinical stability (p=0.05) and shorter hospital stay (p=0.02). A significant correlation was

found for systemic IL-6 and IL-10 with days to reach stability and length of stay.
After 72 h of treatment, an increased basal alveolar neutrophil apoptosis might contribute to
downregulation of inflammation and to faster clinical stability.

KEYWORDS: Bronchoalveolar lavage, cytokines, length of stay, neutrophil apoptosis, non-

responding community-acquired pneumonia

c ommunity-acquired pneumonia (CAP)
has an incidence of five per 1,000 adults
[1] and its mortality ranges between 5%
and 15% of hospitalised patients. An adequate
host response facilitates microbial killing while
limiting excessive inflammation and tissue damage
[2]. However, ~10% of CAP patients develop non-
responding CAP (NCAP), which leads to delayed
resolution and poor outcome [3].

In CAP, activated neutrophils in the blood migrate
and accumulate in the lungs, ingest and kill bacte-
ria and, finally, undergo apoptosis. Macrophages
remove apoptotic neutrophils, precluding subse-
quent release of inflammatory cytokines and pro-
moting resolution of inflammation [4, 5]. Although
neutrophils are usually short-lived immune cells,
their lifespan prolongation is critical in their effi-
cacy. However, as neutrophils’ lytic enzymes can
also induce organ damage, their activation and
survival must be tightly regulated [5-9].

In NCAP, a persistent lung and systemic inflam-

mation has been reported [10-12]. However, the
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state of neutrophil activation remains to be elu-
cidated. We hypothesised that the persistence
of activated neutrophils in the lungs in NCAP
might be contributing to the maintenance of in-
flammation and to a delayed resolution.

We aimed primarily to evaluate the neutrophil
apoptosis and the cytokine pattern (interleukin
(IL)-6, IL-8 and IL-10), both in the lung and in blood,
in hospitalised patients with NCAP. Secondarily,
we investigated their impact on the clinical para-
meters of stability and length of stay (LOS).

METHODS AND MATERIALS

Study design

A prospective study was performed in admitted
patients with CAP. Pneumonia was defined as
the presence of a new infiltrate with concor-
dant symptoms and laboratory results (fever
>38°C, purulent sputum and leukocyte count
>12,000 mm’3). Exclusion criteria were admis-
sion in the previous 15 days and immunosup-
pressive treatment.
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The inclusion criteria in the NCAP group were: fulfilment
of clinical conditions of NCAP after 72 h of treatment (see
definition below) and performance of bronchoscopy indicated
by the physician in charge. Patients were included in the study
on the day when they underwent bronchoscopy.

Two control groups matched by age (410 yrs) and comorbid
conditions were included: 1) the CAP group comprised patients
with CAP who reached clinical stability (definition below); 2) the
control group comprised patients without infection referred to
bronchoscopy for peripheral lung nodules or minor haemoptysis.

We collected data on age, sex, smoking habits, comorbidities,
clinical signs and symptoms, Pneumonia Severity Index [13],
chest radiograph, biochemical analyses, microbiological find-
ings, and previous and current antibiotic treatment.

The study was approved by the ethics committee of the
University and Politecnic Hospital La Fe (Valencia, Spain) and
written informed consent was obtained. No bronchoalveolar
lavage (BAL) fluid was obtained in the CAP group because the
ethics committee would not approve bronchoscopy in patients
with adequate response.

Definitions

NCAP was defined as persistence of a high temperature
(>38°C) and/or clinical symptoms after 72 h of antibiotic
treatment, chest radiographic progression of pneumonia (>50%
increase of infiltrates along with persistence of high temperature
and/or clinical symptoms), empyema, septic shock and/or the
need for mechanical ventilation [12].

The CAP group comprised patients who fulfilled clinical
stability criteria [14, 15]. Stability was defined as the achieve-
ment of all the following parameters: temperature <37.2°C,
heart rate <100 beats per min, respiratory rate <24 breaths per
min, systolic blood pressure >90 mmHg, and oxygen satura-
tion >90% or arterial oxygen tension >60 mmHg without
supplemental oxygen.

LOS was calculated as the number of days from admission
until discharge.

Obtaining and processing of BAL

BAL was performed according to recommended guidelines [16].
In the NCAP group, BAL was performed in the involved lobe,
and in those patients with diffuse pulmonary infiltrates or in the
control group, in the middle lobe or lingula. Five aliquots of
sterile saline solution were instilled and immediately aspirated.
The first aliquot (20 mL) was discarded. The remaining four
aliquots (30 mL each) were pooled together in a single siliconis-
ed sterile glass: half of these four aliquots were sent to a
microbiology laboratory and the other half to a biochemistry
laboratory. The mean +SEM volume of BAL fluid obtained was
39+3 mL.

Neutrophil purification from BAL samples

The BAL samples were immediately pelleted by centrifugation
at 353x g for 5 min at 4°C. The supernatant volume was
measured and frozen. The pellet was resuspended with culture
medium (RPMI 1640 without phenol red; Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA), passed through two sheets of gauze, and cen-
trifuged at 353 x g for 5 min at 4°C. The cell pellet was washed
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twice with PBS and resuspended with hypotonic solution
(NH4CI 155 mM, NaHCO; 2.46 mM, EDTA-4H,0O 3.72 mM;
pH 7.4) for 5 min on ice. After centrifugation at 304 x g for
5min at 4°C, the pellet was resuspended in PBS. The
neutrophil amount and viability were determined using a
trypan blue exclusion method [17, 18]. For light microscopy
studies, cytospin slides were stained by the Panoptic method
(Panreac Quimica SA, Barcelona, Spain).

Preparation of blood samples

In NCAP, blood samples were obtained before bronchoscopy,
and in the CAP group, after reaching stability. Plasma aliquots
were withdrawn before neutrophil isolation for cytokine deter-
mination by ELISA. The isolation of neutrophils was performed
as previously described [19]. The pellet was resuspended with a
hypotonic solution for 5 min on ice, and spun down with PBS at
304 xg for 5min to pellet the neutrophils (similar to BAL
samples). Cells were resuspended in PBS and counted.

Detection of apoptosis by flow cytometry

Neutrophils were stained with Annexin V detection kit (TACS™
Annexin V-fluorescein isothiocyanate (FITC); R&D Systems, Min-
neapolis, MN, USA) following the manufacturer’s instructions.
Samples were analysed using an EPICS XL (Beckman-Coulter,
Hialea, FL, USA) [20]. Neutrophils were gated according to their
forward and side scatter characteristics with a minimum of 10,000
gated events from each sample. Controls were included to set
up compensation with no stained cells and cells stained with
Annexin V or propidium iodide alone. Apoptotic cells were dis-
tinguished from normal and necrotic cells by labelling with Anne-
xin V and exclusion of propidium iodide. Each subpopulation
was expressed as a percentage of the total neutrophil population.

In addition, staining with CD16 FITC (IOTest; Beckman-
Coulter) in separate aliquots of BAL and blood samples was
applied to detect the positive neutrophil population.

For detection of apoptosis increments (spontaneous apoptosis)
after 24 h of in vitro culture, neutrophils were seeded in RPMI
supplemented with 10% FBS, L-glutamine and antibiotics
(penicillin and gentaminicin; Invitrogen) and cultured at
37°C for 24 h.

Measurement of cytokines IL-6, IL-8 and IL-10 in BAL and
plasma

The determination of IL-6, IL-8 and IL-10 was performed with
a commercial enzymoimmunoassay technique (Pharmingen,
BD Biociencias, Madrid, Spain) following the instructions of
the manufacturer. The limits of detection were 4.7 pg-mL™ for
IL-6, 3.1 pg-mL‘1 for IL-8, and 7.8 pg-mL'1 for IL-10.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the SPSS 12.0 and
GraphPad software (San Diego, CA, USA). The Chi-squared
test was used for categorical variables, and the Mann—-Whitney
U-test for continuous variables. Correlation was analysed
using Spearman’s rho correlation analysis. Data are shown as
mean +SEM unless otherwise indicated. Cytokine levels and
LOS are shown as medians and interquartile ranges (IQRs).
A value of p<<0.05 was considered statistically significant. The
end-point variables were analysed with regard to the basal
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neutrophil apoptosis in BAL stratified as high (>20%, 75th
percentile of basal apoptosis) or low (<20%) apoptosis rates.

RESULTS

General characteristics of groups

60 patients (29 NCAP, 15 CAP and 16 controls without infection)
were recruited. Six NCAP patients were excluded due to an
alternative diagnosis: one patient with tuberculosis, three with
lung cancer, one with bronchiolitis obliterans and organising
pneumonia, and one with invasive pulmonary aspergillosis,
leaving 23 in the study group. Features of NCAP were: 11
patients with persistent fever and clinical worsening, nine with
progression of infiltrates in chest radiograph (two with pleural
effusion), and three with respiratory insufficiency requiring
invasive ventilation; one of these patients died. The control group
without infection included 16 adults, seven with minor haemop-
tysis and nine with peripheral lung nodules, whose diagnosis
ruled out infection and whose comorbidities, sex and age were
similar to those in the NCAP group and CAP group (table 1).

The median (IQR) interval since admission to the day in which
samples were taken in the NCAP group was 6 (4-8) days, and
was 5 (4-5) days in the CAP group.

Aetiological diagnosis in the NCAP group was established in
14 (60.9%) cases: seven Streptococcus pneumoniae, one Escherichia
coli, two methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA),
one Pseudomonas aeruginosa and five mixed aetiology (three
S. pneumoniae and other micro-organisms, two MRSA and other).
In BAL fluid, the following micro-organisms were isolated:
one S. pneumoniae, two Streptococcus spp., one Enterococcus spp.,

/=18 Characteristics of nonresponding community-
acquired pneumonia (NCAP) and control groups

NCAP CAP Control p-value”
Subjects n 23 15 16
Age yrs 61+3 66+4 60+2 NS
Male/female n 16/7 12/3 14/2 NS
Smoker/nonsmoker n 6/17 13/2 9/7 NS
Comorbidities
Heart disease 6 (26) 3 (20) 2 (12) NS
COPD 7 (30) 7 (46) 5 (31) NS
Chronic renal disease 2 (9) 0 1(6) NS
Cerebrovascular disease 3 (13) 3 (20) 1(6) NS
PSI score 90+6 102+7 0
Blood leukocyte count 12752+1268 9877+1065 8217+730  0.02
mm™3
PMN % 82+ 11 7643 62+4 0.001
BAL fluid
Total cell count mm™ 75+2. 05+0.2 0.01
PMN % 38+4.5 8+3 <0.001

Results are expressed as mean+SeM or n (%), unless otherwise stated. CAP:
community-acquired pneumonia; COPD: chronic obstructive pulmonary
disease; PSI: Pneumonia Severity Index (FINE score); PMN: polymorpho-
nuclear neutrophils; BAL: bronchoalveolar lavage; Ns: nonsignificant. *: Mann—
Whitney U-test and Chi-squared test for continuous and categorical variables,
respectively.
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one P. aeruginosa, two MRSA, one Acinetobacter baumannii, 10
potentially nonpathogenic micro-organisms, and none in three
cases. Aetiology in the CAP group was: four S. pneumoniae (27%),
one P. aeruginosa (7%) and unidentified in 10 cases.

Apoptosis and cytokine results in BAL and blood
Leukocyte counts in blood (table 1) and BAL fluid were
significantly higher in the NCAP group. Apoptosis values
from flow cytometry (fig. la—c) were compared with data
obtained by judging the nuclear morphology by light micro-
scopy (fig. 1d) and similar results were obtained.

The basal apoptosis in BAL (fig. 2) was higher (13+3%) in
NCAP compared with controls (6 +3%), although significance
was not reached; no data were available for CAP (as described
in Methods and materials section). A similar pattern in blood
was observed in NCAP compared with control and CAP
(15+4%, 4+1% and 6+2%, respectively) (fig. 2c). No signifi-
cant correlation was found between apoptotic neutrophils in
BAL and in blood in the NCAP group. Spontaneous apoptosis
after 24 h of culture was studied in a subset of patients (n=>5)
to observe neutrophil apoptosis in vitro (fig. 2b and d). Spon-
taneous apoptosis was lower in blood in NCAP (compared with
control and CAP; p<<0.05). The same pattern appeared in BAL
(compared with control, no data for CAP) although significance
was not reached.

The median levels of systemic cytokines are depicted in
figure 3. IL-6 was significantly higher in BAL of the NCAP
patients (compared with controls), and in blood (compared
with controls and a trend compared with CAP). IL-8 was
higher in BAL in NCAP (compared with control), although no
differences were found in blood (compared with controls and
CAP). Conversely, IL-10 showed significantly higher levels in
blood (compared with controls and CAP), without differences
in BAL (compared with controls).

In the NCAP group, cytokine levels in BAL compared with
blood showed significantly higher median (IQR) IL-8 BAL levels,
4,358 (868-12,117) wversus 38 (24-78) pg-mL’l, and significantly
higher TL-10 in blood, 22 (9-60) versus 3 (2-9) pg-mL™, whereas
no differences were found concerning IL-6.

In the NCAP group, a statistically significant positive correla-
tion was found between IL-6 in blood and BAL fluid (r=0.7,
p=0.01). IL-6 levels in BAL were also found to be significantly
correlated to IL-10 levels in blood (r=0.7, p=0.02). A significant
correlation of the percentage and absolute count of neutrophils
in BAL was found with IL-8 in BAL (r=0.6, p=0.01 and r=0.7,
p<0.01, respectively).

Clinical resolution and outcome

One of the NCAP patients died. The median (IQR) number of
days to reach clinical stability was 12 (7-18) days, and the median
LOS was 20 (12-34) days. Basal high neutrophil apoptosis in BAL
(>20%) showed a significant negative correlation with LOS
(r=-0.5, p=0.02) and with days needed to reach clinical stability
(r=-04, p=0.05). Patients with high apoptosis in BAL had
shorter LOS (median 10 versus 21 days) and needed fewer days
for stability (median 7 versus 13 days). Neutrophil apoptosis in
blood did not correlate either with clinical stability or with LOS
(r=-0.2, p=0.4 and r= -0.1, p=0.7, respectively).
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Cytokine levels in NCAP stratified according to high (>20%)
or low (<20%) basal BAL neutrophil apoptosis are depicted in
figure 4. Systemic IL-10 was significantly lower in those with
high apoptosis. A trend to lower IL-6 and IL-8 was found in
those with high apoptosis both in BAL and blood. IL-6 and
IL-10 levels in blood showed a positive significant correlation
with the number of days to reach clinical stability (r=0.7,
p<0.01 and r=0.7, p<0.01, respectively), and IL-10 with LOS
(r=0.7, p=0.02). In the CAP group, a significant positive
correlation was found for blood IL-6 and IL-10 with number of
days to reach clinical stability (r=0.4, p=0.02 and r=0.7,
p<0.001, respectively), and with LOS (r=0.4, p=0.03 and
r=0.7, p<0.001, respectively).

DISCUSSION

The most important findings of this study are: 1) systemic
basal neutrophil apoptosis was significantly higher in the
NCAP group than in responding CAP and controls, while
spontaneous apoptosis at 24 h was lower; 2) the inflammatory
cytokine pattern showed higher pro-inflammatory IL-6 and
IL-8 in BAL, and higher IL-6 along with higher IL-10 in blood;
3) patients with NCAP who had increased basal apoptosis in
BAL (>20%) reached clinical stability earlier and their LOS
was shorter; and 4) low basal alveolar apoptosis was associated
with higher IL-10 in blood and a trend for higher IL-8 and IL-6
in BAL and blood.

EUROPEAN RESPIRATORY JOURNAL

FIGURE 1. Flow cytometry of one representative bronchoalveolar lavage
(BAL) sample. a) Neutrophils were gated according to their forward (FS) and
side scatter (SS) characteristics. b) To confirm neutrophil population of gated
area, cells were stained with CD16 antibody (fluorescein isothiocyanate
(FITC)-conjugated). c) Gated area, containing neutrophils. Horizontal axis
represents intensity of staining for Annexin V (FITC; logarithmic scale) and
vertical axis intensity of staining for propidium iodide (PI; logarithmic scale).
d) Light microscopy of BAL neutrophils in cytocentrifuge slides.

The apoptosis of neutrophils after killing micro-organisms is
considered essential for the downregulation of inflammation
while precluding the release of their cytotoxic components.
The relevance of high initial and persistent inflammation in
CAP has been thoroughly studied. Initial raised inflammatory
cytokines in NCAP, and at 72 h, have been associated with
slower clinical stability and poorer outcome [12, 21-23]. As
expected, our findings showed an increase in cytokine levels
and alveolar neutrophils, which reflects an ongoing inflam-
mation along with certain degree of apoptosis. In fact, we
found higher basal neutrophil apoptosis in BAL (12%) than
DROEMANN et al. [24] (1%), probably because they included
patients at an earlier stage. Interestingly, we also found a
slightly higher neutrophil apoptosis in blood, reflecting the
functional continuum of the infection.

Although absolute basal apoptosis was increased, neutrophil
survival was also prolonged; that is, their functional longevity
was enhanced. Spontaneous apoptosis at 24 h was higher in
controls than in NCAP, as reported elsewhere [4]. This finding
illustrates neutrophil fate during infection, especially because
BAL neutrophils were not completely purified from the rest of
the BAL cells, and cytokines released by co-cultured cells
would reflect the in vivo inflammation process. Interestingly, in
patients with clinical stability, both basal and spontaneous
apoptosis mimics the pattern of controls without infection. The
lower systemic basal apoptosis in CAP represents a phase in
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FIGURE 2. Apoptosis of neutrophils in bronchoalveolar lavage (BAL) of nonresponding community-acquired pneumonia (NCAP) and control (a and b) and peripheral
blood of NCAP, control and community-acquired pneumonia (CAP) patients (c and d). Apoptosis was determined after neutrophil purification (basal apoptosis, a and c) and
after in vitro culture for 24 h (spontaneous apoptosis, b and d). Apoptosis rate is defined as percentage of cells in apoptosis at 24 h compared with that at 0 h. Data are
presented as mean +sem. *: p<0.05, NCAP versus control; #: p<0.05, NCAP versus CAP.

which leukocytes are declining, as it corresponds to a resolving
infection with decreasing cytokines (IL-6 and IL-10). These
results indicate that a different neutrophil apoptosis kinetic is a
feature of NCAP patients.

Activation of neutrophils is necessary to clear infection, as well
as their apoptosis to adequately resolve inflammation [25].
During the initial phases of infection, cytokines may enhance
neutrophil activation, particularly IL-8 prime neutrophils, and
prolong their lifespan [26]. We have confirmed the higher pro-
inflammatory cytokine levels of IL-6 and IL-8 in BAL fluid
after 72 h of treatment, as expected in NCAP patients.
Interestingly, the predominant inflammatory cytokines in the
pulmonary and systemic compartments revealed different
patterns: higher IL-8 in BAL, higher IL-10 in blood and similar
IL-6 levels in both compartments. SCHUTTE ef al. [27] have also
reported similar findings with IL-8 and IL-6 in patients with
severe pneumonia. The higher IL-8 levels in BAL compared
with blood highlight the active phase of infection and the
upregulation of neutrophils. In fact, a positive correlation
between IL-8 and the absolute count of neutrophils in BAL was
confirmed. Concerning IL-6, we found a positive correlation
between levels in BAL and in blood, which indicates that an
inflammatory process originating in the lung is continued in

1162 VOLUME 38 NUMBER 5

the systemic compartment. Conversely, IL-10 levels in blood
indicate a predominant anti-inflammatory pattern. In fact,
significantly lower systemic IL-10 and a trend for lower IL-6
was found in patients with clinical stability. Taking all these
results together, a different speed of inflammatory resolution is
suggested: slower in the lung than systemically. Moreover, we
found a correlation between systemic inflammatory resolution
and clinical resolution, i.e. among systemic IL-6 and IL-10 and
stability and LOS.

The interaction between alveolar neutrophils, cytokines and
adequate restoration of homeostasis is far from completely
understood. Our results indicate that, when alveolar apoptosis
was low in BAL, systemic IL-10 and IL-8 in BAL fluid were
raised. This association may have several explanations. First, a
reduced apoptosis may reflect an ongoing inflammation with the
potential for prolonging the tissue damage. Secondly, bacterial
load, or the pathogens themselves, might alter apoptosis thus
evading their efficient killing [26]. Thirdly, an exuberant cyto-
kine environment might delay apoptosis, as reported in acute
lung injury, where it is associated with a dysregulation of apop-
tosis [28]. In sepsis, a delayed apoptosis due to prolonged activa-
tion of nuclear factor-kB causes neutrophils to remain active
[29, 30]. Enhancement of neutrophil apoptosis, however, has

EUROPEAN RESPIRATORY JOURNAL



|. MORET ET AL.

a) 500 [ 1 ]
375

250

IL-6 pg-mL-1

1254 —

*k *k

11000

6000 -

1000 -
300 T

IL-8 pg-mL-1

200+

100+

C) 60+ . _
50 | —

40

30

IL-10 pg-mL-1

20

10

T
Blood Blood
NCAP CAP

T I T
BAL Blood BAL
Controls

FIGURE 3. Cytokine levels from nonresponding community-acquired pneu-
monia (NCAP), community-acquired pneumonia (CAP) and control groups in
bronchoalveolar lavage (BAL) and peripheral blood. Data are presented as median
and interquartile range. *: p<0.05; **: p<0.01; #*: p=0.06.

been associated with less lung damage and mortality [31]. In an
animal model, localised apoptosis was found to be a feature in
the resolution of pneumonia [32].

Clinical relevance of alveolar apoptosis was proved when
analysing resolution of infectious parameters. We found that a
higher alveolar apoptosis was significantly associated with
faster clinical stability and shorter LOS. A similar significant
correlation was found between systemic levels, both in NCAP
and responding CAP, of cytokines, clinical stability and LOS.

To our knowledge, this is the first study to investigate the role
of neutrophil apoptosis, both in the lung and systemically, in
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FIGURE 4. Cytokine levels in bronchoalveolar lavage (BAL) and blood of
nonresponding community-acquired pneumonia patients classified as low (<20%)
or high (>20%) BAL apoptosis. Data are presented as median and interquartile
range. *: p<0.05.

NCAP. With regard to potential limitations, we have to point
out a possible beta error in statistical analyses due to the
limited number of cases included and the lack of BAL in the
responding CAP group.

In summary, basal apoptosis in NCAP is high both in lung and
in blood while spontaneous apoptosis at 24 h is lower than in
responding CAP. High IL-8 levels in BAL fluid were associated
with accumulation of neutrophils in the lung. Systemic
inflammation with raised IL-6 and IL-10 is associated with a
delayed clinical stability and LOS. In NCAP, a greater basal
alveolar neutrophil apoptosis was associated with earlier
clinical stability and lower LOS, which suggests that neutro-
phil apoptosis precludes persistent local inflammation, thereby
contributing to a faster recovery of normal homeostasis.
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Abstract

outcomes were assessed.

parameters.

Background: In community-acquired pneumonia host inflammatory response against the causative microorganism
is necessary for infection resolution. However an excessive response can have deleterious effects. In addition to
antimicrobial effects, macrolide antibiotics are known to possess immunomodulatory properties.

We aimed to evaluate inflammatory cytokine profiles — both locally (bronchoalveolar lavage) and systemically
(blood) — in community-acquired pneumonia admitted patients after at least 72 hours of antibiotic treatment (with
and without macrolide containing regimens) and requiring bronchoscopic examination for inadequate response
due to infection progression and/or lack of clinical stability.

Methods: A prospective study was performed on 52 admitted patients who developed an inadequate response
after 72 hours of antibiotic treatment - non-responders community-acquired pneumonia - (blood and bronchoalveolar
lavage), and two control groups: 1) community-acquired pneumonia control (blood) and 2) non-infection control
(blood and bronchoalveolar lavage). Cytokine profiles (interleukin (IL)-6, IL-8, IL-10), tumour necrosis factor a and clinical

Results: Non-responders patients treated with macrolide containing regimens showed significantly lower levels of IL-6
and TNF-a in bronchoalveolar lavage fluid and lower IL-8 and IL-10 in blood than those patients treated with non-
macrolide regimens. Clinical outcomes showed that patients treated with macrolide regimens required fewer days to
reach clinical stability (p < 0.01) and shorter hospitalization periods (p < 0.01).

Conclusions: After 72 hours of antibiotic effect, patients who received macrolide containing regimens exhibited lower
inflammatory cytokine levels in pulmonary and systemic compartments along with faster stabilization of infectious

Keywords: Community acquired pneumonia, Macrolides, Lung inflammation

Introduction

The majority of hospitalized community-acquired pneu-
monia (CAP) patients respond favorably to antibiotic
treatment but around 10% develop an inadequate re-
sponse to treatment that leads to a poorer prognosis [1].
Cytokines are important mediators that orchestrate the
inflammatory response and hence play an important role
in host defense against microorganisms. However, exces-
sive and persistent cytokine production [2] has been as-
sociated with a higher number of days needed to reach
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clinical stability, treatment failure and increased mortal-
ity [3,4]. After antibiotic treatment, when the response
is adequate, inflammation decreases with a return to
homeostasis.

The immunomodulatory effects of macrolides benefit
the host due to their capacity to temper the production
of inflammatory cytokines [5-7]. Some recent observa-
tional studies have reported better outcomes in severe
CAP cases [8-12], when antibiotics regimens contained
macrolides. Others studies, though, have not reported
such improvement [13,14]. We hypothesized that anti-
biotic influence on cytokine production might have a
beneficiary effect upon the resolution of infectious param-
eters. Although systemic inflammation has been examined
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previously, research into lung cytokine patterns in CAP
with different antibiotics regimens is scarce.

The aims of the present study were to investigate 1)
lung and systemic inflammatory cytokine profiles in hos-
pitalized CAP patients after at least 72 hours of anti-
biotic treatment (with and without macrolide containing
regimens) and who required bronchoscopic examination
owing to an inadequate response consequent upon in-
fection progression and/or lack of clinical stability; and
2) the impact of macrolide containing regimens treat-
ment on clinical resolution parameters.

Methods

Study design

A prospective longitudinal study was conducted of ad-
mitted CAP patients requiring bronchoscopic examin-
ation due to an inadequate response to antibiotic
treatment after at least 72 hours of antibiotic treatment:
non-responders CAP (NCAP). The inclusion criteria for
the NCAP study group were: 1) clinical deterioration
with acute respiratory failure requiring ventilator sup-
port and/or septic shock; and/or 2) persistence of a high
temperature (>38°C) and/or clinical symptoms, and/or
chest-X ray progression (>50% increase of infiltrates with
clinical symptoms) or empyema [3]. Patient enrolment
in the study was performed on the day of their broncho-
scopic examination when samples of bronchoalveolar
(BAL) fluid and blood were obtained.

Two control groups were included: 1) CAP control
group (CAP), comprised of patients of a similar age and
co-morbid condition who reached clinical stability after
72 hours of antibiotic treatment (temperature <37.2°C,
heart rate <100 beats/min, respiratory rate <24 breaths/
min, systolic blood pressure >90 mm Hg, and oxygen
saturation >90% or arterial oxygen tension >60 mm Hg
when patient was not receiving supplemental oxygen)
[15,16]; and 2) Non-infection control group, comprised
of patients without any infection for whom a bronchos-
copy had been scheduled due to peripheral lung nodules
or minor haemoptysis.

Exclusion criteria were: prior admission to hospital
(I month), immunosuppressive treatment, HIV infec-
tion, or alternative diagnosis.

The study was approved by the Ethical Committee of
our hospital (approval number 2005/0141) and patients
signed the required informed consent form.

Data collection

The following data were collected: demographics, co-
morbid conditions, laboratory data, chest radiograph, ini-
tial pneumonia severity [17], microbiological tests (sputum
culture, urinary antigens of Legionella pneumophila and
Streptococcus pneumoniae, blood cultures and serology
for Chlamydophila pneumoniae, Mycoplasma pneumonia,
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Coxiella burnetii and Legionella pneumophila), and length
of hospital stay (LOS) which was calculated as the number
of days from admission until discharge.

Antimicrobial therapy received by patients was recorded
and classified as follows: beta-lactams (ceftriaxone/cefo-
taxime: 1-2 g/12-24 h, 1-2 g/8 h or co-amoxiclavulanate:
1-2 g/8 h)+ macrolides (azithromycin: 500 mg/24 h);
fluoroquinolone (levofloxacin: 500 mg/12-24 h) in mono-
therapy, both as recommended by Spanish guidelines [18],
and beta-lactams + fluoroquinolone. Patients who received
any other combination of antibiotics were classified as
“other regimens”.

Biological samples collection

In both the NCAP and non-infection control group,
BAL fluid and blood samples were obtained on the day
of bronchoscopic examination. In the CAP control group,
blood samples were obtained at clinical stability, after at
least 72 hours of antibiotic treatment, and no BAL fluid
was obtained.

Bronchoalveolar lavage

BAL was collected according to recommended guide-
lines [19] by flexible videobronchoscope in the affected
lobe in NCAP patients and in the middle lobe in non-
infection controls. Five aliquots of sterile saline solution
were instilled and immediately aspirated. The first ali-
quot (20 mL) was discarded. The remaining four ali-
quots (30 mL each) were pooled together in a single
sterile glass: 50% of the retrieved fluid was sent to the
microbiology laboratory and the other 50% to the bio-
chemistry laboratory for cytokine measurement. The
mean + SEM BAL fluid obtained for processing was
56 £2 ml. To eliminate remaining mucus, the samples
were filtered through two sheets of gauze. BAL fluid
sample was centrifuged at 353 x g for 5 min at 4°C. The
supernatant volume was measured and frozen at -80°C
until further analysis.

Blood samples

Venous blood samples were collected prior to the BAL pro-
cedure and were centrifuged at 1500 rpm for 10 minutes.
Plasma was separated, coded and frozen at —80°C until
further processing.

Cytokines determinations

The determination of cytokines levels [interleukin (IL)-6,
IL-8, IL-10 and tumour necrosis factor o (TNF-a)] were
analysed using the commercially available enzyme im-
munoassay (Pharmingen, BD Biociencias, Madrid, Spain)
according to the manufacturer’s protocol. The limits of
detection were 3 pg/ml for IL-6, 3 pg/ml for IL-8, 2 pg/ml
for IL-10 and 1 pg/ml for TNF-a.
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Statistical analysis

Statistical analysis was performed with the SPSS statis-
tical software package, version 12.0 (SPSS, Chicago, IL,
USA), and the GraphPad software (San Diego, CA,
USA). Chi-square and Mann—Whitney U tests were per-
formed for, respectively, the qualitative and quantitative
variables. Data are shown as mean + SEM. Statistical sig-
nificance was considered at a p value of <0.05.

Results

Patient characteristics

86 patients were included: 52 NCAP, 15 CAP controls
and 19 non-infection controls. The main demographic
characteristics, comorbidity, initial pneumonia severity
and antimicrobial therapy for each group are shown in
Table 1. The median days of hospitalization prior to en-
rolment in the study was 5 days in the NCAP group and
4 in the CAP control group. The reasons for non-
response in the NCAP group were: 32 (61.5%) persistent

Table 1 General characteristics, comorbidity, initial
pneumonia severity and antimicrobial therapy of the
study population

NCAP  CAP Non-infection p value*
control  control

Subjects, n 52 15 19
Age, years 612 664 61%2 NS
Male/Female 31/21 12/3 16/3 NS
Current smoker, n 16 2 9 NS
Comorbidity, n

- Cerebrovascular disease  11(21) 3(20) 2(10) NS

- Heart disease 12(23) 3(20) 2(10) NS

- COPD 7(14) 7(46) 7(37) 0.01
PSI score 98 +4 102+7  N/A NS
CRP (mgrdl) N/A

- At admission 232+25 190+ 30 NS

- At enrolment 165+£18 68=+21 0.05
Inhaled corticosteroids 2(29) 1014) 0(15) NS
Systemic corticosteroids 2(29) 3(43) 0 NS
Antimicrobial therapyﬁ, n N/A

- Fluoroquinolone 6(12) 5(33)

- B-lactam plus macrolide  23(44)  9(60)

- B-lactam plus 8(15) 0

fluoroquinolone
- Others regimens** 15(28) 1(7)

Data are expressed as mean + SEM or n(%). *Mann-Whitney U test and chi-square
test for continuous and categorical variables, respectively.

NCAP: non-responders pneumonia; CAP: community-acquired pneumonia;
COPD: chronic obstructive pulmonary disease; PSI score: Pneumonia Severity
Index score; CRP: C-reactive protein; NS: non-significant. N/A: not applicable.
PAntimicrobial therapy at enrolment of the study.

Other regimens ““vancomycin, imipemen-cilastatin, piperacillin-tazobactam,
amikacin, clindamycin, ceftazidime, ertapenem and linezolid.
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fever and clinical worsening; 15 (28.8%) radiological
progression- 2 of these with pleural effusion-; and 5
(9.6%) respiratory failure requiring invasive ventilation.
Six patients died during hospitalization.

General characteristics, comorbidity conditions and
corticosteroids treatment according to macrolides regi-
mens in the NCAP and CAP control groups are shown
in Table 2. The median macrolide dosages for patients at
the point of enrolment for the study were: 5 dosages of
azithromycin 500 mg/24 h iv for the NCAP group and 3
dosages of azithromycin 500 mg/24 h iv for the CAP
control group.

Microbiological results

In the NCAP group, etiological microorganism was identi-
fied in 24 patients (46%). The most frequent isolated
pathogen was Streptococcus pneumoniae (13 patients
25%): 3 in both blood culture and urinary antigen, 7 urin-
ary antigen, 1 blood culture and 2 in BAL. The aetiological
diagnosis with regard to macrolide regimens or otherwise,
is provided in Table 3. In the CAP control group,
aetiological diagnosis was reached in 5 patients (33.3%): 4
Streptococcus pneumoniae, 1 Pseudomonas aeruginosa.

Cytokine levels in BAL and blood samples

NCAP group

The comparison between patients treated with and with-
out macrolide regimens showed: In BAL fluid, IL-6 and
TNEF-a were significantly lower in patients treated with
macrolide regimens (216 + 66 vs 590 + 230 pg/mL; p = 0.01
and 1+ 0.3 vs 4 + 0.8; p = 0.03 respectively), (Figure 1), with
a trend towards lower IL-8 levels (p = 0.06). After exclud-
ing patients with inhaled or systemic concomitant cortico-
steroids treatment, lower IL-6 levels in BAL (111 +32 vs
706 + 300; p = 0.004) were confirmed.

In blood, IL-8 and IL-10 were significantly lower in
patients with macrolide regimens (42 + 13 vs 57 £ 13;
p=0.04, and 15+6 vs 27+7; p=0.01 respectively),
(Figure 2), with a trend towards lower IL-6 levels (p = 0.06).
No detectable levels of TNF-a in blood were obtained.
In the subset of patients without corticosteroids concomi-
tant treatment we corroborated lower IL-6, IL-8 and
IL-10 levels in patients with macrolide regimens (96 + 39
vs 305+ 137, p=0.05; 35+ 14 vs 52+ 14, p=0.05; and
14+ 6 vs 23 + 6, p = 0.02, respectively).

CAP control group

No significant differences in blood cytokine levels were
observed between patients treated with macrolide con-
taining regimens and those treated with non-macrolide
regimens (Figure 2) in the whole group and after exclud-
ing patients with corticosteroid concomitant treatment.
Similarly, no differences were observed between COPD
and non-COPD patients.
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Table 2 General characteristics, comorbidity and corticosteroids treatment in NCAP and CAP control groups according
to macrolide containing regimens and non-macrolide regimens

NCAP CAP controls
Macrolide Non-macrolide p value* Macrolide Non-macrolide p value*
regimens® regimenp regimens® regimens"
Subjects, n 23 29 9 6
Age, years 60 +4 63+3 NS 78+3 70+£9 NS
Male/Female 12/11 19/10 NS 7/2 5/1 NS
Co-morbidity, n
- Cerebrovascular disease 4(17) 7(24) NS 3(33) 0 NS
- Heart disease 4(17) 8(28) NS 2(22) 1017) NS
- COPD 1(4) 6(21) NS 3(33) 4(67) NS
Risk class of Fine NS NS
-1l 7(30) 6(21) 0 1(17)
lIRY 16(70) 23(79) 9(100) 5(83)
Inhaled corticosteroid 0 2(7) NS 1071 0 NS
Systemic corticosteroid 3(13) 6(21) NS 4(44) 2(33) NS

Data are expressed as mean + SEM or n(%). *Mann-Whitney U test and chi-square test for continuous and categorical variables, respectively.

“Macrolide regimens: beta-lactam (ceftriaxone, cefotaxime or co-amoxi-clavulanate + macrolide (azithromicyn: 500 mg/24 h).

PNon-macrolide regimens: fluoroguinolone (levofloxacin: 500 mg/12-24 h) in monotherapy or beta-lactam + fluoroguinolone or other regimens.

NCAP: non-responders pneumonia; CAP: community-acquired pneumonia; COPD: chronic obstructive pulmonary disease; NS: non-significant. N/A: not applicable.

Clinical outcomes
The relationship between the days needed to reach clin-
ical stability and LOS according to treatment with
macrolide and non-macrolide regimens in the NCAP
group and the CAP control group is shown in Table 4.
In the NCAP group, patients with macrolide contain-
ing regimens required fewer days than patients with
non-macrolide regimens to reach clinical stability, and
had shorter LOS. After excluding patients with cortico-
steroid concomitant treatment we confirmed signifi-
cantly shorter LOS in patients treated with macrolide
regimens (13+ 1.5 vs 24 +4, p=0.01, respectively) and
fewer days to reach clinical stability (8 +1 vs 16+ 3, p=
0.004, respectively). No differences were found in the

whole CAP control group and after excluding those with
corticosteroid treatments.

Discussion

The most important findings of our study are: 1) Levels
of IL-6 and TNF-a in BAL and of IL-8 and IL-10 in
blood were significantly lower in NCAP patients who re-
ceived macrolide containing regimens than in those
treated with non-macrolide regimens; and 2) there were
improved clinical outcomes, such as earlier clinical sta-
bility and shorter LOS, in patients who received macro-
lide containing regimens. Our main findings were also
confirmed in patients without any concomitant cortico-
steroid treatment.

Table 3 Aetiological diagnosis in NCAP and CAP control group patients according to macrolide containing regimens

and non-macrolide regimens

NCAP CAP control
Macrolide regimens Non-macrolide regimens Macrolide regimens Non-macrolideregimens
(n 23) (n 29) (n9) (n 6)
Microorganisms
- Streptococcus pneumoniae 5(21.7) 8(27.6) 2(22.2) 2(33.3)
- Pseudomonas aeruginosa 2(87) 5(17.2) 1(11.1) 0
- Escherichia coli 0 2(6.9) 0 0
- Streptococcus spp 14.3) 13.4) 0 0
- MRSA 0 2(69) 0 0
- Polymicrobial 0 7(24.7) 0 0
Pathogens isolated 8(34.8) 16(55.2) 3(33.3) 2(33.3)

Date are presented as n (%).

NCAP: non-responders pneumonia; CAP: community-acquired pneumonia; MRSA: methilcilin-resistant Staphylococcus aureus.
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In this study, patients who did not reach clinical stabil-
ity at 72 hours after antibiotic treatment developed
raised cytokine inflammatory levels in both compart-
ments, pulmonary and systemic, thereby following a
pattern similar to that found in previous reports. Persist-
ently high levels of IL-6, IL-8 and IL-10 in BAL fluid or
serum have been found in severe pneumonia and NCAP
[2,4,20,21], reflecting an ongoing inflammation. In this
context, declining levels of biomarkers, IL-6, IL-8 and
IL-10, along with apoptosis of neutrophils have also been
reported at clinical stability [22].

The beneficial impact of controlling inflammatory re-
sponse through immunodulatory agents in CAP has
received significant attention [5,23-26]. In our study,
NCAP patients treated with macrolide containing regi-
mens exhibited a trend towards IL-8 BAL fluid levels
and significantly lower IL-6 and TNF-a compared to pa-
tients treated with non-macrolide regimens. Moreover,
in blood our results also confirmed lower levels of IL-6,
IL-8 and IL-10 in the NCAP patients treated with
macrolide regimens, while in those CAP control patients

who attained clinical stability no significant differences
were detected.

Despite the recognized role of macrolides in tempering
inflammation, there are very few studies on humans of
this [25]. In cases of CAP, Demartini et al. [27] compared
systemic cytokines levels of clarithromycin (500 mg twice
a day for 7 days) and amoxicylin (1 g three times a day for
7 days) in patients before starting antibiotic therapy, at the
3rd and 7th days of therapy. Clarithromycin decreased sig-
nificantly levels of IL-6 and increased levels of IL-10 at the
3rd and 7th days in comparison with basal levels. In a
randomized clinical study of ventilator associated pneu-
monia patients, Spyridaki et al. [28] analyzed the effect of
the clarithromycin and placebo on cytokines over six
consecutive days. The serum ratio of IL-10 to TNF-a de-
creased in the clarithromycin group compared to the pla-
cebo group.

It is also worth highlighting that in our study the effect
of macrolides was not apparent in CAP patients with
clinical stability, which indicates that, at that point, cyto-
kine levels were already reduced.
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Figure 2 Blood cytokine levels in NCAP and CAP control group
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** p <0.01. NCAP: non-responders pneumonia; CAP: community-
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represented as dashed line.

Macrolides inhibit intracellular signaling pathways, sup-
press the production of NF-kB and the synthesis and/or
secretion of pro-inflammatory cytokines, and decrease in-
flux and neutrophil activity [23]. In animal models with
pneumonia, the reduction of chemokine secretion and
cytokine levels was demonstrated when microorganisms
were resistant to macrolides, suggesting that benefits were
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Table 4 Comparison of clinical outcomes in NCAP and
CAP control group according to macrolide containing
regimens and non-macrolide regimens

Clinical ~ p# LOS p#
stability
(days)
NCAP
-Macrolide regimens (n 23) 8(6-12) 0.007 12(10-21) 0.007
-Non-macrolide regimens (n 29)  14(8-27) 20(13-36)
CAP control
-Macrolide regimens (n 9) 6(3-10) 0.6 9(7-16) 08
-Non-macrolide regimens (n 6) 6(3-6) 9(8-12)

Data are presented as median and interquartile range. p# values were
calculated using the Mann-Whitney U-test.

NCAP: non-responders pneumonia; CAP: community-acquired pneumonia;
LOS: Length of stay.

independent of antimicrobial activity [29]. Sanz et al. [30],
reported in respect of an animal study in vivo that erythro-
mycin exerts anti-inflammatory activity and inhibits
leukocyte recruitment in the lung. In in vitro studies, re-
sults suggest that macrolides exhibit a suppressive effect
on cytokines in models of acute inflammation [25], viral
bronchiolitis [31] and ventilator-induced lung injury [32].
Anderson et al. [33], have reported that the production of
pneumolysin, a key virulence factor of the pneumococcus,
is attenuated by exposure of this microbial pathogen to
clarithromycin.

The beneficial impact of macrolides on outcomes in
CAP cases has been recently evaluated in a systematic
review [23] that identified 6 uncontrolled studies: 4 in
favor of macrolides [12,34-36] and 2 without beneficial
effects [13,14]. Moreover, in severe sepsis due to CAP,
Restrepo et al. [10], found that patients who received
macrolide therapy in comparison with those patients
who did not receive it were associated with decreased
mortality at 30 days (11% vs 29%, p<0.001) and at
60 days (12% vs 34%, p < 0.001) even in those cases with
macrolide-resistant pathogens. Recently, Rodrigo et al.
[37], studied the benefits of beta-lactams/macrolide
combination therapy over single beta-lactams therapy
for the treatment of immunocompetent adults hospital-
ized with CAP. They reported that the 30 days in-
patient death rate was lower in the combination therapy
than in the single therapy group (23% vs 26.8%; OR 0.81,
95% CI 0.72 to 0.93, p = 0.001). In bacteremic pneumonia
Metersky et al. [11], reported that the use of macrolides
was associated with lower in-hospital mortality, 30-day
mortality and readmission within 30 days of discharge.

Interestingly, the gain in survival and improved out-
comes with regard to dual antibiotic therapy, mainly in
severe and bacteremic pneumococcal CAP, is associated
principally with treatments that include macrolides [38]
instead of beta-lactams plus fluoroquinolones [39]. This
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is probably due to the immunomodulatory effect of
macrolides.

In vitro and in vivo studies have shown that, due to
their immunomodulatory effects, macrolides decrease
inflammatory response, independently of antibacterial
activity, through different pathways: inhibition of NF-kf
along with reduction of proinflammatory cytokines pro-
duction; an inhibitory effect on the release of inflamma-
tory cells such as polymorphonuclear cells; and an effect
on structural cells of the respiratory tract that improves
mucociliary clearance and increases the expression of
molecules tight junctions or -defensin [24]. In addition,
macrolide antibiotics have an effect on microorganisms
because they may inhibit virulence factors production,
biofilm formation and protein synthesis [24]. Moreover,
a macrolide combination therapy could provide better
coverage for atypical microorganisms.

Some other important factors can influence the in-
flammatory response in CAP patients, such as cortico-
steroids treatment and comorbidity as COPD [40]. In
our study, we corroborated our results with lower IL-6
in BAL and IL-8 and IL-10 in blood after excluding pa-
tients treated with corticosteroids.

Our findings are consistent with previous studies as
they show an improvement of clinical outcomes (faster
clinical stability and shorter LOS) and a reduction of
cytokine levels in CAP patients with acute lung infection
who are treated with macrolide containing regimens.
These findings could be related to decreased levels of
the pro-inflammatory cytokines IL-6, IL-8 and TNF-q,
and support the value of macrolides for their beneficial
effect over immunomodulatory properties.

The present study has some limitations that should be
considered.

First, the absence of BAL fluid samples in the CAP
control group as, for ethical reasons, we did not perform
a bronchoscopy in patients with adequate response.
There are few human studies that report compartmental
inflammatory response in patients with CAP, probably
because of the ethical difficulties of performing BAL in
non-severe CAP. The current guidelines for manage-
ment of CAP do not recommend invasive studies when
clinical response is appropriate. Second, for our study
we enrolled patients after they had received antibiotic
treatment. We therefore did not have cytokine levels for
those patients prior to initiating their treatment. Third,
to improve the robustness of our results, we could ideally
have been controlled for patient age and pneumonia sever-
ity. However, our study draws upon a single-hospital co-
hort, and hence upon a limited number of patients. This,
and the aforementioned difficulties in collecting data from
NCAP patients, including the BAL procedure, prevented
our being able to conduct a multivariate analysis for this
study.
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Conclusions

Our study shows that after 72 hours of antibiotic ther-
apy, NCAP patients treated with macrolide containing
regimens have lower cytokine levels in both compart-
ments (systemic and pulmonary) than those treated with
non-macrolide regimens. This supports the immuno-
modulatory effect of macrolides on cytokine profiles
during the course of treatment. That effect seems to
contribute to faster resolution and earlier clinical stabil-
ity. Further randomized trials are needed to confirm the
benefit of macrolide therapy in NCAP patients.
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6-RESULTADOS

Los estudios que constituyen esta tesis han permitido obtener los siguientes resultados:

ARTICULO 1: Moret I, Lorenzo MJ, Sarria B, Cases E, Morcillo E, Perpifia M,
Molina JM, Menéndez R. Increased lung neutrophil apoptosis and inflammation
resolution in nonresponding pneumonia. Eur Respir J. 2011 Nov;38(5):1158-64.

Caracteristicas generales de los grupos:

En nuestro estudio se incluyeron 60 pacientes: 29 de ellos con NAC que no responde al
tratamiento, 15 con NAC y 16 controles sin proceso infeccioso conocido. Los datos
demogréficos y las caracteristicas clinicas de los tres grupos se muestran en la tabla 1.
No hubo diferencias significativas respecto a edad, comorbilidad y sexo entre los
grupos. Seis pacientes del grupo de NAC que no responde al tratamiento fueron
excluidos debido a otros diagnosticos (un caso de tuberculosis, tres casos de cancer de
pulmon, uno caso de bronquiolitis obliterante y un caso de aspergilosis pulmonar
invasiva). Las causas de falta de respuesta al tratamiento de los 23 pacientes con NAC
no respondedora fueron: 11 pacientes con fiebre persistente y empeoramiento clinico,
nueve pacientes con progresion radiologica (dos de ellos con derrame pleural) y tres con

fracaso respiratorio y necesidad de ventilacion mecanica.

En el grupo de NAC que no responde al tratamiento, el diagnostico etiologico se
alcanzd en 14 pacientes (61%): Streptococcus pneumoniae (Siete casos), Escherichia
coli (un caso), Pseudomona aeruginosa (un caso), Staphylococcus aureus meticilin-
resistente (dos casos), etiologia mixta (cinco casos). En LBA, se aislaron los siguientes
microorganismos: Streptococcus pneumoniae (un caso), Streptococcus spp (dos casos),
Enterococcus spp (un caso), Pseudomona aeruginosa (un caso), Staphylococcus aureus
meticilin-resistente (dos casos), Acinetobacter baumannii (un caso).

En el grupo control NAC el germen aislado con mayor frecuencia fue Streptococcus
pneumoniae (27%).
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Apoptosis del neutrofilo en sangre y lavado broncoalveolar

El recuento de leucocitos en sangre y lavado broncoalveolar (LBA) fue
significativamente mas elevado en el grupo de NAC que no responde al tratamiento. La
comparacion de los valores de apoptosis de los neutrofilos analizados mediante inmuno-
tincion y citometria de flujo (figura 1a-c) y mediante tincion diferencial y observacién
por microscopia, mostr0 que por ambas técnicas se obtenian resultados similares,

validando por tanto los resultados de citometria (figura 1d).

La apoptosis basal en LBA fue mayor (13+3%) en NAC que no responde al tratamiento
que en los controles (6£3) aunque sin alcanzar significacion estadistica. Observamos un
patron similar en sangre en NAC no respondedora al tratamiento comparado con el
control sin infeccion y en el control con NAC (15+4%, 4+1% y 6+2%,
respectivamente). Figura 2c. No encontramos correlacion significativa entre la apoptosis
del neutrofilo en LBA y sangre en la NAC no respondedora al tratamiento. Estudiamos
la apoptosis espontanea tras cultivo de 24 horas en un subgrupo de pacientes (n=5) para
observar la evolucion de la apoptosis, in vitro, y comprobar si estaba alterada en ese
grupo de pacientes (figuras 2b y d). La apoptosis espontanea fue mas baja en sangre en
la NAC que no responde al tratamiento comparada con el control sin infeccién y la
NAC (p<0.05). EI mismo patron de apoptosis fue observado en LBA comparando NAC
que no responde al tratamiento y control sin infeccidn, aunque sin alcanzar significacién

estadistica.
Citocinas en sangre y lavado broncoalveolar

Los niveles de citocinas se muestran en la figura 3. Los valores de IL-6 fueron
significativamente mas elevados en LBA en pacientes con NAC que no responde
(comparado con controles sin infeccién), y en sangre (comparado con controles sin
infeccion y NAC). Los valores de IL-8 fueron mas elevados en LBA de pacientes con
NAC que no responde al tratamiento (comparado con controles sin infeccion). No se
encontraron diferencias significativas en sangre (comparado con los controles sin
infeccion y NAC). Los valores de IL-10 fueron significativamente mas elevados en
sangre (comparado con los controles sin infeccion y NAC); en LBA no se encontraron

diferencias significativas (comparado con controles sin infecciéon).
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En la NAC que no responde al tratamiento, los valores de citocinas en LBA comparado
con los valores en sangre fueron significativamente més elevados para IL-8 [mediana
4,358 (rango intercuartil 868-12,117) pg.mL™] versus [38 (24-78) pg.mL?, y
significativamente mas elevados en sangre para I1L-10 [22 (9-60) versus 3(2-9) pg.mL"

1. No encontramos diferencias significativas respecto a IL-6 entre sangre y LBA.

En la NAC que no responde al tratamiento, observamos correlacion positiva
estadisticamente significativa entre los niveles de IL-6 en sangre y LBA (r=0.7, p=0.01).
Los valores de IL-6 en LBA presentaron también correlacion estadisticamente
significativa con los valores de 1L-10 en sangre (r=0.7, p=0.02). Observamos ademas
correlacion significativa del porcentaje y recuento absoluto de neutréfilos en LBA con

los valores de IL-8 en LBA (r=0.6, p=0.01 y r=0.7, p<0.01, respectivamente).

Resolucion clinica

En el grupo de NAC que no responde al tratamiento, la mediana de dias necesarios para
alcanzar la estabilidad clinica fue de 12 dias (7-18), y la mediana de la estancia
hospitalaria fue de 20 dias (12-34). La elevacion de la apoptosis basal de neutrofilo
(>20%) mostr6é una correlacion negativa estadisticamente significativa con la estancia
hospitalaria (r=-0.5, p=0.02) y con los dias necesarios para alcanzar la estabilidad
clinica (r=-0.4, p=0.05). Los pacientes con elevada apoptosis en LBA tuvieron menor
estancia hospitalaria (mediana 10 versus 21 dias) y necesitaron menos dias para alcanzar
la estabilidad clinica (mediana 7 versus 13 dias). La apoptosis del neutréfilo en sangre

no mostro correlacion con ninguno de los dos parametros mencionados.

Los niveles de citocinas en pacientes con NAC que no responde al tratamiento
clasificados segtn alta (>20%) o baja (<20%) apoptosis basal del neutrofilo en LBA se
muestran en la figura 4. Los niveles en sangre de IL-10 fueron significativamente mas
bajos en aquellos con alta apoptosis basal. Observamos una tendencia hacia valores
bajos de IL-6 e IL-8 con alta apoptosis tanto en sangre como en LBA.

Los niveles de IL-6 e IL-10 en sangre mostraron correlacion positiva significativa con el
namero de dias necesarios para alcanzar la estabilidad clinica (r=0.7,p<0.01 y r=0.7,
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p<0.01, respectivamente); IL-10 ademéas mostro correlacion positiva significativa con la

estancia hospitalaria (r=0.7, p<0.02).

En el grupo de NAC, encontramos correlacion positiva significativa con los valores de
IL-6 e IL-10 en sangre con los dias necesarios para alcanzar la estabilidad clinica
(r=0.4, p=0.02 y r=0.7, p<0.001, respectivamente) y con la estancia hospitalaria (r=0.4,
p=0.03 y r=0.7, p<0.001, respectivamente).
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Tabla 1: Caracteristicas del grupo de NAC que no responde al tratamiento y los
grupos control

NAC que no NAC Control p*
responde al
tratamiento (n 15) (n 16)
(n 23)
Edad, afios 61+3 66+4 60+2 NS
Hombre/Mujer 16/7 12/3 14/2 NS
Fumador/no fumador 6/17 13/2 9f7 NS
Comorbilidad, n(%)
-Cardiovascular 6 (26) 3(20) 2(12) NS
-EPOC 7 (30) 7(46) 5(31) NS
-Nefropatia 2(9) 0 1(6) NS
-Cerebrovascular 3(13) 3(20) 1(6) NS
PSI score 90+6 102+7 N/A
Recuento leucocitos sangre | 12,752+1,268 | 9,877+1,065 8,217+730 0.02
(cel/mm?®)
-PMN % 82+11 76+3 62+4 0.001
LBA (total cel/ mm®) 7.542.2 0.50.2 p=0.01
- 0
PMN% 38+4.5 843 p<0.001

Resultados expresados como media+tSEM o0 n (%), * Test U de MannWhitney y test Chi cuadrado para variables
continuas y categoricas respectivamente. NAC: neumonia adquirida en la comunidad; EPOC: enfermedad pulmonar
obstructiva crénica; PSI: indice severidad de la neumonia; PMN: polimorfonucleares; LBA: lavado broncoalveolar:
NS: no significativo; N/A: no aplicable
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Figura 1: Citometria de flujo de una muestra representativa de lavado

broncoalveolar (LBA) en pacientes con NAC que no responde al tratamiento.

%) Forwardiside scalier B} GateA: CD16Ab (FITC) <) Gate A (+) Annexini{+) PI
P 1000 : — 1000 , :

a) Identificacion y seleccién de los neutréfilos (acotamiento de subpoblaciones, gate A) basadas en las caracteristicas

que presentan estas células de forward y side scatter (dot plots). b) Comprobacién de la correcta seleccion de los
neutréfilos (gate A) mediante tincion de la muestra de LBA con anti-CD16. c) Identificacion del grado de apoptosis
(anexina-V, FL1) y necrosis (ioduro de propidio, FL3) de la subpoblacién de neutréfilos seleccionada. Para establecer
los “settings” de todos los histogramas, se emplearon muestras negativas (no tefiidas) y tefiidas con diferentes
concentraciones de anticuerpo y de anexina/IP. d) Imagen de la tincion pandptica de una muestra de LBA preparada
mediante Cytospin.
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Figura 2: Apoptosis del neutrdéfilo en lavado broncoalveolar (neumonia adquirida
en la comunidad (NAC) que no responde al tratamiento y control sin infeccion) y
en sangre periférica (NAC).
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Apoptosis del neutréfilo en lavado broncoalveolar (LBA) en neumonia adquirida en la comunidad (NAC) que no
responde y control sin infeccion (a y b) y en sangre periférica en pacientes con NAC que no responde, y control sin
infeccion y NAC (c y d). La apoptosis se midi6 tras purificacion de neutrofilos (apoptosis basal, ay ¢) y tras cultivo
24 horas in vitro (apoptosis espontanea, b y d). Apoptosis rate se define como porcentaje de células en apoptosis a las
24 horas respecto a las 0 horas. Los datos se expresan como mediaxSEM. *:p <0.05, NAC no respondedora versus

control sin infeccidn; #: p<0.05, NAC que no responde versus NAC.
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Figura 3: Niveles de citocinas en neumonia adquirida en la comunidad (NAC) que
no responde al tratamiento, NAC y control sin infeccién en lavado broncoalveolar

y sangre periférica.

Los datos se expresan como mediana y rango intercuartil. *: p<0.05; **: p<0.01; # p=0.06. BAL: lavado

broncoalveolar. IL: interleucina
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Figura 4: Niveles de citocinas en lavado broncoalveolar (LBA) y sangre periférica
en pacientes con neumonia adquirida en la comunidad (NAC) que no responde al
tratamiento, de acuerdo a apoptosis del neutréfilo en LBA baja (<20%) o alta
(>20%).
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Los datos se expresan como mediana y rango intercuartil. *: p<0.05. BAL: lavado broncoalveolar. IL: interleucina
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ARTICULO 2: MJ. Lorenzo, |. Moret, B. Sarria, E. Cases, J. Cortijo, R. Méndez,
J. Molina, A. Gimeno, R. Menéndez. Lung inflammatory pattern and antibiotic
treatment in pneumonia. Respir Res 2015; 16:15.

En nuestro estudio se incluyeron 86 pacientes: 52 de ellos con NAC que no responde al
tratamiento, 15 con NAC y 19 controles sin proceso infeccioso conocido. En la tabla 1,
se muestran los principales datos demograficos, comorbilidades y terapia
antimicrobiana para cada grupo. Las principales causas de no respuesta en el grupo de
NAC que no responde fueron: 32 (61.5%) fiebre persistente y empeoramiento clinico;
15 (28.8%) progresion radioldgica (dos de ellos con derrame pleural); y 5 (9.6%)
fracaso respiratorio con necesidad de ventilacion mecanica. Seis pacientes murieron

durante la hospitalizacion.

En la tabla 2 se muestran las caracteristicas generales, comorbilidad y tratamiento con
corticoesteroides segln los pacientes recibieron esquema terapéutico que contenia o0 no
macrolidos en el grupo de NAC que no responde y en el grupo control NAC. La
mediana de dosis de macrolidos recibida por paciente en el momento de la inclusion en
el estudio fue de 5 dosis (azitromicina 500 mg/24 horas iv) para el grupo de NAC que

no responde y de 3 dosis (azitromicina 500 mg/24 horas iv) parar el grupo control NAC.

En el grupo de NAC que no responde al tratamiento, el diagnostico etioldgico se
alcanz6 en 24 pacientes (46%). El germen aislado con mayor frecuencia fue
Streptococcus pneumoniae (13 pacientes, 25%): 3 en muestras de sangre y antigeno
urinario, 7 en antigeno urinario, 1 en hemocultivo y 2 en LBA. En el grupo control
NAC el diagnostico etiolégico se obtuvo en 5 pacientes (33.3%), siendo el

microorganismo mas frecuente Streptococcus pneumoniae.
Niveles de citocinas en LBAy sangre

Grupo NAC que no responde al tratamiento: En la figura 1 se muestran la comparacién
en los niveles de citocinas en LBA entre pacientes tratados esquema terapéutico con y
sin macrdlidos. Los valores de IL-6 y TNF-a fueron significativamente mas bajos en
pacientes tratados con macrélidos (216+66 versus 590+230 pg/mL; p=0.01 y 1+0.3
versus 4+0.8; p=0.03 respectivamente), con una tendencia hacia hacia valores bajos en
los niveles de IL-8 (p=0.06). Tras excluir los pacientes que ademés estaban siendo
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tratados con corticoesteroides inhalados o sistémicos, los niveles bajos de IL-6 en LBA
se mantenian (111+32 versus 706+£300; p=0.004). En sangre (figura 2), los niveles de
IL-8 e IL-10 fueron significativamente méas bajos en pacientes tratados con macrolidos
(42+13 versus 57+13; p=0.04, y 15+6 versus 27+7; p=0.01 respectivamente), con una
tendencia hacia niveles bajos de IL-6 (p=0.06). No obtuvimos niveles detectables de
TNF-o en sangre. En el grupo de pacientes sin tratamiento concomitante con
corticoesteroides, confirmamos niveles bajos de IL-6, IL-8 e IL-10 en pacientes con
tratamiento con macrolidos (96£39 versus 305+137, p=0.05; 35+14 versus 52+14,
p=0.05; y 14+6 versus 2316, p=0.02, respectivamente).

Grupo control NAC: no encontramos diferencias significativas en los niveles de
citocinas en sangre entre pacientes tratados con esquemas terapéuticos que contenian
macrélidos y los que no contenian macrélidos (figura 2) en la totalidad del grupo y en
tras excluir los pacientes que recibian tratamiento concomitante con corticoestroides. De
igual modo, no observamos diferencias significativas entre pacientes con diagndstico de
EPOC frente a los no EPOC.

Resultados clinicos

En la tabla 3 se muestra la relacion entre los dias necesarios para alcanzar la estabilidad
clinica y la estancia hospitalaria segun si el tratamiento recibido contenia o no
macrélidos en pacientes con NAC que no responde al tratamiento y en el grupo control
NAC.

En el grupo de NAC que no responde al tratamiento, los pacientes que recibieron
tratamiento con macrolidos precisaron menos dias para alcanzar la estabilidad clinica y
tuvieron menor estancia hospitalaria que los pacientes cuyo tratamiento no contenia
macroélidos. Al excluir los pacientes con tratamiento concomitante con corticoesteroides,
corroboramos los resultados obteniendo en pacientes que recibieron tratamiento con
macrolidos, menor estancia media (13+1.5 versus 24+4, p=0.01, respectivamente), y
menos dias para alcanzar la estabilidad clinica (8+1 wversus 16+3, p=0.004,
respectivamente). No encontramos diferencias en el grupo control NAC, tampoco al

excluir los pacientes con tratamiento esteroideo.
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Tabla 1: Caracteristicas generales, comorbilidad, indice severidad de la neumonia

y tratamiento antibidtico en la poblacion a estudio.

NAC que no responde Control Control sin p*
al tratamiento NAC infeccion
Sujetos, n 52 15 19
Edad, afios 61+2 66+4 61+2 NS
Hombre/Mujer 31/21 12/3 16/3 NS
Current smoker, n 16 2 9 NS
Comorbilidad, n
- Cerebrovascular 11(21) 3(20) 2(10) NS
-Cardiovascular 12(23) 3(20) 2(10) NS
-EPOC 7(14) 7(46) 7(37) 0.01
PSI score 98+4 102+7 N/A NS
PCR (mg/dl) N/A
-al ingreso 232425 190+30 NS
-a la inclusion del estudio 165+18 68+21 0.05
Corticoide inhalado 2(29) 1(14) 0(15) NS
Corticoide sistémico 2(29) 3(43) 0 NS
Terapia antimicrobiana”,n N/A
-Fluoroquinolona 6(12) 5(33)
-B-lactam + macrolido 23(44) 9(60)
-B-lactam + fluoroquinolona 8(15) 0
-Otros regimenes** 15(28) 1(7)

Los datos se expresan como mediatSEM o n(%). * Test U de Mann-Whitney y Test Chi-cuadrado para variables
continuas y categoricass respectivamente.

NAC: neumonia adquirida en la comunidad; EPOC: enfermedad pulmonar obstructiv crénica; PSI score: indice
severidad de la neumonia; PCR: proteina C reactiva; NS: no significativo. N/A: no aplicable.

P: Terapia antimicrobiana a la inclusion del estudio.

Otros regimenes™: vancomicina, imipemen-cilastatina, piperacillina-tazobactam, amikacina, clindamicina,

ceftazidima, ertapenem y linezolid.
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Tabla 2: Caracteristicas generales, comorbilidad y tratamiento corticoideo en
pacientes con neumonia adquirida en la comunidad (NAC) que no responde al
tratamiento y control NAC clasificados segun recibieron régimen antibiotico con o

sin macroélido.

NAC que no responde al tratamiento Control NAC
Regimen con | Regimen sin p* Regimen con | Regimen sin p*
Macrolido” Macrolido” Macrolido” Macrolido”
Sujetos, n 23 29 9 6
Edad, afios 60+4 6313 NS 7843 7019 NS
Hombre/Mujer 12/11 19/10 NS 712 5/1 NS
Comorbilidad, n
-Cerebrovascular 4(17) 7(24) NS 3(33) 0 NS
-Cardiovascular 4(17) 8(28) NS 2(22) 1(17) NS
-EPOC 1(4) 6(21) NS 3(33) 4(67) NS
Corticoide 0 2(7) NS 1(11) 0 NS
inhaladoCorticoide
Sistémico 3(13) 6(21) NS 4(44) 2(33) NS

Los datos se expresan como mediatSEM o n(%). * Test U de Mann-Whitney y Test Chi-cuadrado para variables
continuas y categdricas respectivamente.EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva cronica

“Regimen antibidtico con macrdlido: beta-lactdmico (ceftriaxona, cefotaxima o amoxi-clavulanico + macrolido
(azitromicina: 500mg/24h).

PRegimen antibidtico sin macrélido: fluoroquinolona (levofloxacino: 500mg/12-24h) en monoterapia 0 beta-

lactdmico + fluoroquinolona u otros regimenes.
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Figura 1: Niveles de citocinas en lavado broncoalveolar (LBA) en pacientes con con
neumonia adquirida en la comunidad (NAC) que no responde al tratamiento

clasificados segun recibieron régimen antibiotico con o sin macrolido.

IL-6 IL-8
1200- with corficostercids  wio corticosteroids 40000 with corticosteroids ~ w/o corticostercids
iaiad P =006 i Buz

o T o T S B R

E E Zmﬂlﬂ-
400 Hr#
Hi 10000+ i
Rk
;lon-tnl'u;llon Macrolide Hon a:m-lnh-miun M Macrolide Non
Control regimens macrolide regimens Mmacrolide Cantral regimens macrolide regimens Macrolide
regimans regimens . regimans reglmeng
NCAP ' ' NCAP :
IL-10 TNF-o
15- with corticosteroids ~ wio corticosteroids 8- with corbicosteroids  wio corticosteroids
‘.
l s T
| - 34
E E
E . E' 24 i :
. 1 5 =
- D'
Men-dnfection Macrolide Non Macrolide Non Hen-nfection Macrolide Hon Macrolide Non
Control regimens macrolide regimens Macrolide Control regimens macrolide regimens macrolide
. regimens regimens . regimens regimens
: NCAP ' ) NCAP '

Los datos se expresan como mediatSEM.**/* regimenes con macrolido versus regimenes sin macrolidos; ##H/##
versus control sin infeccion. Se expresan ademas los datos excluyendo los pacientes con tratamiento corticoideo.

*: p<0.05; **: p<0.01; ##: p<0.05; ###: p<001

BAL: lavado broncoalveolar; IL: interleucina; TNF-a: factor de necrosis tumoral-a.

85



Figura 2: Niveles de citocinas en sangre periférica en pacientes con con neumonia
adquirida en la comunidad (NAC) que no responde al tratamiento y control NAC

segun recibieron régimen antibiotico con o sin macrélido.

Los datos se expresan como media+tSEM. *: p<0.05; **: p<0.01. IL: interleucina. El grupo control sin infeccion se

expresa como linea discontinua.
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Tabla 3: Comparacion de los resultados clinicos segun el regimen antibiotico
recibido (con macrdlido o sin macrolido) en pacientes con NAC que no responde al

tratamiento y en el grupo control NAC.

Estabilidad clinica p# Estancia p#
(dias) hospitalaria (dias)

NAC que no responde
-Regimen con macroélido(n 23) 8(6-12) 0.007 12(10-21) 0.007
-Regimen sin macrélido(n 29) 14(8-27) 20(13-36)
NAC
-Regimen con macrélido (n 9) 6(3-10) 0.6 9(7-16) 0.8
- Regimen sin macrélido(n 6) 6(3-6) 9(8-12)

Los datos se expresan como mediana y rango intercuartil. p # Test U de Mann-Whitney.

NAC: neumonia adquirida en la comunidad
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7-DISCUSION

Los resultados de la presente Tesis Doctoral han permitido ampliar el conocimiento
sobre la respuesta inflamatoria tanto a nivel pulmonar como sistémico en la neumonia
adquirida en la comunidad (NAC) que no responde al tratamiento, el papel de la
apoptosis del neutrdfilo en la resolucion de la infeccién, asi como la influencia del
esquema terapéutico empleado (conteniendo o no tratamiento con macrolidos) en el
perfil inflamatorio local y sistémico y en la estabilizacién de los pardmetros de

infeccion.
ESTUDIO 1

Los hallazgos méas importantes del primer estudio son: 1) la apoptosis basal de los
neutrofilos en sangre periférica fue significativamente mas elevada en el grupo de
pacientes con NAC que no responde al tratamiento que en el grupo de NAC con buena
respuesta y que en el grupo control; 2) el patrén inflamatorio de citocinas mostrd
niveles mas elevados de IL-6 y de IL-8 en lavado broncoalveolar (LBA), junto con
niveles mas elevados de IL-6 y de IL-10 en sangre periférica; 3) los pacientes con NAC
que no responde al tratamiento con incremento de la apoptosis basal en LBA (>20%)
alcanzaban estabilidad clinica mas temprano y presentaban menor estancia hospitalaria;
4) apoptosis basal baja se asociaba con niveles elevados de I1L-10 en sangre periférica y

una tendencia hacia niveles elevados de IL-8 y de IL-6 en LBA y sangre periférica.

La apoptosis del neutrofilo tras la eliminacion del microorganismo se considera esencial
para la regulacion a la baja de la inflamacién. La elevacion inicial de las citocinas
inflamatorias en la NAC que no responde al tratamiento a las 72 horas se ha asociado
con mayor tiempo para alcanzar estabilidad clinica y peores resultados (35,37).
Nuestros hallazgos mostraron un incremento de los niveles de citocinas y neutréfilos
alveolares lo cual refleja una inflamacion mantenida con cierto grado de apoptosis. De
hecho, encontramos mayor apoptosis basal de neutrofilos en LBA (12%) que en el
estudio de Droemann y colaboradores (24), probablemente porque en dicho estudio se
incluyeron pacientes con neumonia en estadios iniciales. Curiosamente, en nuestro
trabajo encontramos una apoptosis del neutrofilo en sangre ligeramente elevada

reflejando de este modo la continuidad de la infeccién.
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La apoptosis espontanea a las 24 horas estaba més elevada en los controles que en la
NAC que no responde al tratamiento como ha sido descrito en otros estudios (59). En
pacientes con estabilidad clinica, la apoptosis basal y espontanea del neutrofilo imita el
patrén de los controles sin infeccion. La baja apoptosis basal sistémica en pacientes con
NAC representa una fase en la cual los leucocitos estan disminuyendo ya que
corresponde a la resolucion de una infeccion con citocinas en descenso (IL-6 e IL-10).
Estos resultados indican que una cinética de apoptosis diferente es una caracteristica de

la NAC que no responde al tratamiento.

La activacion de los neutrofilos, asi como su apoptosis es necesaria para resolver
adecuadamente la inflamacion (60). Durante las fases iniciales de la infeccion, las
citocinas pueden intensificar la activacién del neutrofilo, particularmente IL-8 y
prolongar su vida util (27). Nosotros hemos confirmado niveles elevados de citocinas
proinflamatorias IL-6 e IL-8 en LBA tras 72 horas de tratamiento tal y como se esperaba
en pacientes con NAC que no responde al tratamiento. Las citocinas inflamatorias
predominantes revelaron diferentes patrones en los compartimentos pulmonar vy
sistémico: elevados niveles de IL-8 en LBA, elevados niveles de IL-10 en sangre y
niveles similares de IL-6 en ambos compartimentos. Schutte y colaboradores (61)
constataron hallazgos similares respecto a IL-8 y a IL-6 en pacientes con neumonia
severa. En cuanto a IL-6, observamos correlacion positiva entre los niveles en LBA 'y en
sangre, lo cual indica que un proceso inflamatorio originario en el pulmén es
continuado en el compartimento sistémico. Por el contrario, los niveles de IL-10 en
sangre indican un patrén predominantemente anti-inflamatorio. De hecho, niveles
significativamente bajos en sangre de IL-10 y una tendencia hacia niveles bajos de IL-6
se encontraron en pacientes con estabilidad clinica. Tomando estos resultados en
conjunto, nos indican una velocidad diferente en la resolucion de la inflamacién: mas
lenta en el pulmdn que en sangre periférica. Ademas, encontramos correlacion entre la
resolucion de la inflamacion sistémica y la resolucion clinica. Es decir, entre niveles

sistémicos de IL-.6 y de IL-10 con la estabilidad clinica y la estancia hospitalaria.

La interaccion entre los neutrdfilos alveolares, citocinas y la adecuada restauracion de la
homeostasis no se conoce con claridad. Nuestros resultados indican que, cuando la
apoptosis era baja en LBA, IL-10 en sangre e 1L-8 en LBA estaban en aumento. Esta
asociacion puede tener varias explicaciones. Primero, una apoptosis reducida puede

92



reflejar una inflamacién en curso con la capacidad potencial de prolongar el dafio
tisular. Segundo, la carga bacteriana, o los patdégenos en si mismos, pueden alterar la
apoptosis evitando asi su muerte (27). Tercero, un ambiente cargado de citocinas podria
retrasar la apoptosis como se describe en la lesion pulmonar aguda, donde esta asociado
con una disregulacion de la apoptosis (62). EI aumento de la apoptosis del neutrofilo sin
embargo, se ha asociado con menos dafio pulmonar y mortalidad (63). En el modelo
animal, la apoptosis localizada se encontrd que era una caracteristica de la resolucion de
la neumonia (64). La relevancia clinica de la apoptosis alveolar fue probada en el
analisis de la resolucion de los parametros de infeccion. En nuestro estudio encontramos
que una elevada apoptosis alveolar se asociaba significativamente con una rapida
estabilidad clinica y menor estancia hospitalaria. Una similar correlacién significativa
(en NAC que no responde y NAC) se encontro entre los niveles sistémicos de citocinas,

estabilidad clinica y estancia hospitalaria.

ESTUDIO 2

En el segundo estudio, los hallazgos mas importantes son:1) Los niveles de IL-6 y de
TNF-o0 en LBA y de IL-8 e IL-10 en sangre periférica fueron significativamente mas
bajos en pacientes con NAC que no responde al tratamiento que recibieron el esquema
antibiético que contenia macrélido, que en aquellos tratados con el esquema antibidtico
sin macrdlido; y 2) se observaron mejores resultados clinicos respecto a los dias
necesarios para alcanzar la estabilidad clinica y menor estancia hospitalaria en aquellos

pacientes que recibieron tratamiento antibidtico con macrélido.

En nuestro estudio, los pacientes que no alcanzaron la estabilidad clinica a las 72 horas
de iniciado el tratamiento antibidtico, desarrollaron un aumento de los niveles de
citocinas inflamatorias tanto a nivel pulmonar como a nivel sistémico, siguiendo un
patrén similar al descrito en estudios previos, en los que se observa niveles elevados
persistentes de I1L-6, IL-8 e IL-10 en LBA 0 en sangre en pacientes con neumonia severa

y NAC que no responde, reflejando un proceso de inflamacién mantenida (33,35,65,66).
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Curiosamente, los pacientes con NAC que no responde tratados con esquemas
terapéuticos que contenian macrélidos mostraron una tendencia hacia niveles méas bajos
de IL-8 en LBA Yy significativamente mas bajos para IL-6 y TNF-o. comparado con
pacientes tratados con esquemas terapéuticos sin macrolidos. Ademas, en sangre
periférica nuestros resultados también confirman niveles méas bajos de IL-6, IL-8 y de
IL-10 en pacientes con NAC que no responde tratados con macrolidos, mientras que en
aquellos pacientes con NAC que alcanzaron la estabilidad clinica no se detectaron

diferencias significativas.

A pesar del reconocido papel de los macrélidos en modular la inflamacion (51,58,68),
hay pocos estudios en humanos sobre este aspecto (68). En casos de pacientes con
NAC, Demartini y colaboradores (69) compararon niveles de citocinas en sangre
periférica antes de comenzar el tratamiento antibidtico con claritomicina (500 mg dos
veces al dia durante 7 dias) y amoxicilina (1 gramo al dia durante 7 dias), a los 3 dias y
a los 7 dias. En los casos con claritromicina los niveles de IL-6 disminuyeron de modo
significativo y se incrementaron los niveles de IL-10 al tercer y séptimo dias respecto a
los niveles basales. En un estudio randomizado de neumonia asociada al ventilador,
Spyridaki y colaboradores (70), analizaron el efecto de la claritromicina y placebo sobre
las citocinas durante seis dias consecutivos. La relacion de IL-10 y TNF-a se redujo en
el grupo tratado con claritromicina comparado con el grupo placebo. Los resultados
sugieren que la administracion de claritromicina restauraria el equilibrio entre los

mediadores pro y anti-inflamatorios en pacientes con sepsis.

Los macrélidos inhiben las vias de sefiales intracelulares, suprimen la produccion de
NF-kB y la sintesis y/o secrecion de citocinas proinflamatorias y disminuyen la
afluencia y actividad del neutréfilo (67). En modelos animales con neumonia, la
reduccidon de secrecidn de chemocinas y niveles de citocinas fue demostrado en casos de
microorganismos resistentes a macroélidos, sugiriendo que los beneficios eran
independientes de la actividad antimicrobiana (71). Otros estudios in vitro en modelo
animal orientan a que el uso de claritromicina disminuye las lesiones pulmonares
asociada al ventilador, reduce el reclutamiento de neutrofilos alveolares y disminuyen la

expresion de citocinas (72).
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En sepsis severa por NAC, Restrepo y colaboradores (45) encontraron que en pacientes
que recibieron terapia con macrdlidos en comparacion con pacientes que no la
recibieron, se asociaba con un descenso de la mortalidad a los 30 dias (11% vs 29%,
p<0,001) y a los 60 dias (12% vs 34%, p<0,001) incluso en aquellos casos con
patogenos resistentes a macrélidos. Recientemente, Rodrigo y colaboradores (73),
estudiaron los beneficios de la terapia con beta-lactdmicos para el tratamiento de
pacientes inmunocompetentes hospitalizados con NAC. Sus resultados mostraron que a
los 30 dias la tasa de mortalidad era mas baja en el grupo de pacientes de terapia
combinada con macrolidos que en el grupo de monoterapia (23% vs 27%; OR 0.81,
95% CI 0.72 a 0.93, p=0.001). En neumonia bacteriémica, Metersky y colaboradores
(74) reportaron que el uso de macrélidos estaba asociado con menor mortalidad
hospitalaria, menor mortalidad a los 30 dias y menor tasa de reingresos a los 30 dias del
alta. Curiosamente, el aumento en la supervivencia y la mejora de los resultados en
relacion con la doble terapia antibi6tica, principalmente en NAC severa y neumonia
bacteriémica por neumococo se asocia con tratamientos que incluyen macrolidos (75)
en lugar de beta-lactamicos mas quinolonas (76), debido probablemente al efecto

inmunomodulador de los macrélidos.

Otros factores importantes pueden influir en la respuesta inflamatoria en pacientes con
NAC, como el tratamiento con corticoides o bien comorbilidades como la EPOC (77).
En nuestro estudio, corroboramos nuestros resultados con bajos niveles de IL-6 en LBA
y de IL-8 e IL-10 en sangre tras excluir a los pacientes tratados con corticoide.

Nuestros hallazgos son consistentes con estudios previos que mostraban una mejora de
resultados clinicos (reduccion de los dias necesarios para alcanzar la estabilidad clinica
y menor estancia hospitalaria) y una reduccion de los niveles de citocinas en pacientes
con NAC que fueron tratados con esquemas terapéuticos que contenian macrolidos.
Estos hallazgos podrian estar relacionados con niveles disminuidos de citocinas
proinflamatorias IL-6, IL-8 y TNF a, y apoyar el valor de los macrélidos por su efecto

beneficioso sobre las propiedades inmunomoduladoras.
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8-CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en los dos estudios que componen esta Tesis Doctoral han

permitido elaborar las siguientes conclusiones:

ESTUDIO 1

1-El patron inflamatorio con elevacion sistémica de 1L-6 y de IL-10 y a nivel pulmonar
de IL-6 y de IL-8 se asocia con una estabilidad clinica retardada y mayor estancia
hospitalaria.

2-La apoptosis basal del neutrdfilo elevada se asocia con un menor tiempo para alcanzar
la estabilidad clinica y menor estancia hospitalaria, 1o que sugiere que la apoptosis del
neutrofilo se opone a la inflamacion local persistente, contribuyendo a una recuperacion

mas rapida de la homeostasis.

ESTUDIO 2

1-En pacientes con NAC que no responde al tratamiento, tratados con esquema
antibiotico que contenia macrolidos, presentaban los niveles de citocinas mas bajos en
ambos compartimentos (pulmonar y sistémico) que en aquellos pacientes tratados con

esquema antibidtico sin macrdlidos.

2-El efecto inmunomodulador del tratamiento con macrolidos sobre el perfil de
citocinas (pulmonar y sistémico) en el curso del tratamiento en la NAC parece

contribuir a la resolucion del proceso infeccioso y a alcanzar antes la estabilidad clinica.

CONCLUSION FINAL

Los resultados de los estudios presentados en esta tesis proporcionan informacién que
ha ayudado a ampliar el conocimiento de la expresion inflamatoria local y sistémica en
la neumonia que no responde adecuadamente al tratamiento y que continGa siendo

responsable de elevado porcentaje de mortalidad. Ademas, ha contribuido a incrementar
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la informacion sobre la posibilidad del uso de macrélidos como tratamiento adyuvante
inmunomodulador en la NAC que colaborarian con las defensas del huésped para
modular favorablemente la respuesta inflamatoria y mejorar el prondstico y reducir la

mortalidad de los pacientes con NAC y NAC que no responde al tratamiento.
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