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Resumen 

Los pacientes con neumonía adquirida en la comunidad (NAC) desarrollan una 

respuesta inflamatoria sistémica que se relaciona con la mortalidad. Los microRNAs 

(miRNAs) participan en la inflamación como moduladores de la respuesta inmune, 

pero su patrón de expresión y su papel como biomarcadores en la NAC no ha sido 

completamente caracterizado. 

OBJETIVO principal 

Determinar la utilidad de los miRNAs circulantes como biomarcadores pronósticos en 

pacientes hospitalizados por NAC. 

OBJETIVOS específicos 

(1) Caracterizar el perfil de expresión de una selección de miRNAs circulantes al ingreso 

en pacientes hospitalizados por NAC. 

(2) Determinar la capacidad predictiva de los miRNAs circulantes como marcadores 

pronósticos de mortalidad intraingreso, a 30 días y a un año. 

(3) Estudiar la asociación de la expresión de los miRNAs circulantes con el desarrollo 

de ictus o infarto agudo de miocardio durante el primer año tras el ingreso por NAC. 

(4) Buscar asociación entre los miRNAs circulantes y la causa etiológica de la NAC. 

(5) Comparar la capacidad pronóstica de los miRNAs circulantes con la de escalas 

clínicas pronósticas habituales en NAC, CURB-65 y Pneumonia severity index. 

MÉTODOS 

Estudio observacional prospectivo sobre una cohorte de 153 pacientes ingresados por 

NAC. A todos los pacientes se les realizó una extracción de sangre el primer día del 

ingreso. Se purificó RNA de pequeño tamaño a partir de plasma mediante protocolo 

basado en columnas (Exiqon). Se evaluó la calidad del proceso (QC control) y 117 

muestras pasaron la prueba. Se testó un panel de 752 miRNAs humanos con el fin de 

determinar un patrón preliminar de expresión diferencial de miRNAs entre pacientes 

con NAC de diferente evolución y se eligieron 25 miRNAs candidatos, procedentes del 

estudio exploratorio y de la literatura científica. La expresión de miRNAs se analizó 

mediante RT-PCR. La cantidad relativa de cada miRNA se calculó con ∆Ct = Ct miRNA – 

Ct UniSp2 y los datos finales se calcularon mediante la fórmula 2-∆Ct.
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Se recogieron diversas variables clínicas durante el ingreso. Las variables dependientes 

principales fueron mortalidad intraingreso, en los primeros 30 días y a 1 año de 

seguimiento, además de la aparición de eventos cardiovasculares mayores (IAM o ictus) 

al año de seguimiento. Se estudió la asociación entre mortalidad y niveles de miRNAs 

circulantes mediante análisis uni y multivariante, con la construcción de un modelo de 

regresión logística. Se comparó el modelo propuesto con escalas clínicas pronósticas ya 

establecidas, mediante elaboración de curvas ROC y comparación de áreas bajo la curva 

(AUC). El programa estadístico utilizado fue STATA v15. 

RESULTADOS 

Se incluyeron 117 pacientes con una media de edad de 74,7 años [DE 15,9], 

predominantemente hombres (59%). Su PSI medio fue de 100,9 [DE 34,6] y la media 

del índice de Charlson modificado fue de 2.9 [DE 3,0]. Streptococcus pneumoniae fue 

responsable de 15 NACs (12,8%); hasta 12 pacientes murieron en los 30 días de 

seguimiento (10,3%). De los 25 miRNAs analizados, solo 10 tuvieron resultados 

completos (miR107, miR17-5p, miR21, miR144-3p, miR16-5p, miR486, miR20a, 

miR34a-3p, miR106b-5p, miR146a). MiR17-5p era significativamente menor en 

pacientes con NAC neumocócica (p=0,025), mientras que miR-146a y miR-16-5p, 

mostraron asociación estadística con la mortalidad a 30 días (p<0,001 y p=0,010, 

respectivamente), de forma que valores elevados de ambos se asociaron con mayor 

supervivencia. No se encontró colinelialidad entre los miRNAs seleccionados ni 

interacciones significativas entre variables de interés. La asociación con mortalidad se 

mantuvo para el miR-16-5p (p=0,021) en el análisis multivariante ajustado por edad, 

sexo y antecedente de broncoaspiración. Se elaboró una curva ROC del modelo 

estimado final y se comparó la capacidad predictiva para mortalidad a 30 días con la de 

otras escalas pronósticas conocidas. Se encontró una excelente AUC del modelo 

multivariante ajustado (AUC=0,954), mejor que las de las escalas pronósticas PSI 

(AUC=0,799) y CURB-65 (AUC=0,722). No se encontró asociación entre los niveles de 

miRNAs circulantes y eventos cardiovasculares mayores; tampoco con mortalidad 

intraingreso o al año de seguimiento. 

CONCLUSIONES 

Niveles elevados de miR-146a-5p y miR-16-5p al ingreso por NAC se asocian con una 

menor mortalidad a los 30 días de seguimiento. Estos dos miRNAs podrían ser 

utilizados como biomarcadores de buena evolución en sujetos hospitalizados por NAC. 
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Abreviaturas 

AGO Argonaute protein (proteína Argonauta) 

AIT Accidente isquémico transitorio 

AUC Area under the curve (área bajo la curva) 

AR Artritis reumatoide 

ATS American Thoracic Society 

BUN Blood urea nitrogen (nitrógeno ureico en sangre) 

CCR Cáncer colorectal 

CPK Creatina-fosfocinasa 

Ct Cycle threshold (ciclo umbral) 

CURB-65 Confussion - Urea - Respiratory rate - Blood pressure - 65 years (Confusión – 
Urea – Frecuencia respiratoria – Presión arterial – 65 años) 

CVD Cardiovascular disease (enfermedad cardiovascular) 

DE Desviación estándar 

DM Diabetes Mellitus 

DNA Deoxyribonucleic acid (ácido desoxirribonucleico) 

EA Enfermedad de Alzheimer 

ECV Evento cardiovascular 

EPOC Enfermedad pulmonar obstructiva crónica 

ERC Enfermedad renal crónica 

ERS European Respiratory Society 

ETEV Enfermedad tromboembólica venosa 

EVs Extracellular vesicles (vesículas extracelulares) 

FC Frecuencia cardiaca 

FiO2 Fracción inspirada de oxígeno 

GAB Gasometría arterial basal 

GOT Aspartato aminotransferasa 

GPT Alanina aminotransferasa 

HDL High-density lipoprotein (lipoproteína de alta densidad) 

HTA Hipertensión arterial 
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IAM Infarto agudo de miocardio 

IFN Interferón 

IL Interleuquina 

IMC Índice de masa corporal 

INR Índice internacional normalizado 

LDH Lactato deshidrogenasa 

LDL Low-density lipoprotein (lipoproteína de baja densidad) 

LPS Lipopolisacárido 

MACE Major Adverse Cardiovascular Events (evento cardiovascular mayor) 

MAPK Mitogen-activated protein kinase (proteína quinasas activadas por mitógenos) 

miRNA microRNA 

mRNA Messenger RNA (RNA mensajero) 

MSC Mesenchimal stem-cell (célula madre mesenquimal) 

NAC Neumonía adquirida en la comunidad 

NET Neutrophil extracelular traps (redes de neutrófilos extracelulares) 

NF-κB Nuclear factor-κB (actor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de 
las células B activadas) 

NPS Nódulo pulmonar solitario 

NT-proBNP N-terminal prohormone of brain natriuretic peptide (prohormona N-terminal 
del péptido natriurético cerebral) 

OR Odd ratio 

PaCO2 Presión del dióxido de carbono en sangre arterial 

PAD Presión arterial diastólica 

PaO2 Presión del oxígeno en sangre arterial 

PAS Presión arterial sistólica 

P-bodies Processing bodies (cuerpos de procesamiento) 

PCR Proteína C reactiva 

PCT Procalcitonina 

proADM Proadrenomedulina 

PSI Pneumonia severity index 

QC Quality control (control de calidad) 
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RCV Riesgo cardiovascular 

RISC RNA-induced silencing complex (complejo de silenciamiento inducido por 
RNA) 

RNA Ribonucleic acid (ácido riobonucleico) 

ROC Receiver operating characteristic (característica operativa del receptor) 

RT-PCR Reverse transcription polymerase chain reaction (reacción en cadena de la 
polimerasa con transcriptasa inversa) 

Rx Radiografía 

SCA Síndrome coronario agudo 

SEPAR Sociedad española de neumología y cirugía torácica 

SIRS Systemic inflammatory response syndrome (síndrome de respuesta 
inflamatoria sistémica) 

STAT3 Signal transducer and activator of transcription 3 (señal de traducción y 
activador de transcripción 3) 

TC Tomografía computerizada 

TLR Toll-like receptors (receptores tipo Toll) 

TNF Tumor necrosis factor (factor de necrosis tumoral) 

VEGF Vascular endotelial growth factor (factor de crecimiento vascular endotelial) 

VSMC Vascular smooth-muscle cell (célula de músculo liso vacular) 

 Media aritmética 
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Introducción 

Los dogmas en la ciencia pueden estar equivocados. El método hipotético-deductivo 

permite cambiar los paradigmas de otras épocas, sustituyéndolos por nuevas teorías 

que describen mejor la realidad que nos rodea [1]. Durante años se pensó que la 

función central de la información genética contenida en el DNA nuclear era generar 

RNA mensajero que tras procesamiento en el ribosoma codificara la formación de 

proteínas [2]. Del mismo modo, se pensaba que la modulación de la traducción solo 

podía ser llevada a cabo por proteínas, presentes dentro de la célula [3]. 

En 1993 Victor Ambros y su equipo, investigando sobre la familia de nematodos 

Caenorhabditis elegans encontró que el nivel de transcrito del gen lin14 estaba 

directamente relacionado con el desarrollo evolutivo de estos animales: el paso del 

estadio larvario L1 al L2 no se producía correctamente cuando la proteína LIN14 no 

estaba suficientemente presente. También observaron que el gen lin4 regulaba la 

expresión de LIN14. La sorpresa llegó cuando analizaron el RNA producto de lin4: era 

de pequeño tamaño, no codificaba una proteína, y tenía una secuencia genética 

complementaria a lin14 en al menos dos porciones [4]. Además, otra cosa sorprendente 

fue comprobar que los niveles intracelulares del mRNA de lin14 eran constantes, por lo 

que el pequeño RNA encontrado debía ejercer una función reguladora sobre la 

traducción proteica. Poco después se constató que no era la única molécula con esas 

características: el gen let-7 también codificaba una molécula de RNA sin capacidad de 

ser traducida a proteína, pero con función reguladora sobre varios genes implicados en 

la maduración larvaria, de nuevo mediante unión complementaria antiparalela con el 

mRNA transcrito de esos genes [5]. Este nuevo tipo de RNA se clasificó como small 

non-coding RNA, recibiendo tiempo después el nombre de microRNA o simplemente 

miRNA [6]. 

Se llevaron a cabo más estudios, encontrando que estas moléculas eran muy 

abundantes como reguladores de traducción [7], ubicuas en múltiples tejidos y fluidos 

biológicos (revisado en [8]), y conservadas a lo largo de la evolución animal [9]. Tras la 

asignación inicial de nombres según posible relación funcional, se decidió reordenar su 

nomenclatura con números arábigos sucesivos [10]. 

Actualmente, se conocen más de 18oo precursores y más de 2500 microRNAs maduros 

en el ser humano, con funciones de regulación muy diversas [11]. Su papel en un gran 

número de procesos biológicos es fundamental, y no existen dudas de que este tipo de 

molécula de RNA regula decisivamente la traducción proteica. 

In
tr

od
u

cc
ió

n
 

11 



                   

 

 

 

 
 

               

            

       

          

           

           

          

  

           

            

         

 

 

     

              

              

               

              

          

                 

  

               

           

               

           

        

              

               

              

              

           

            

               

             

             

José María Galván Román – Capacidad pronóstica de los microRNAs circulantes en la NAC – Universidad Autónoma de Madrid 

A lo largo de la presente introducción nos gustaría explicar qué son y cómo se 

generan los microRNAs, qué funciones desempeñan y cómo participan en los procesos 

inflamatorios generales, concretamente en las enfermedades infecciosas. 

Posteriormente, situaremos la neumonía adquirida en la comunidad (NAC) como 

problema de salud de primer orden, su importancia atendiendo a su 

morbimortalidad, su relación con la aparición de eventos cardiovasculares y los 

esfuerzos hechos hasta el momento para encontrar los mejores biomarcadores 

pronósticos. 

Por último, hablaremos sobre cómo la determinación de miRNAs en líquidos 

biológicos ha sido utilizada con fines diagnósticos y pronósticos, y propondremos su 

uso como biomarcardores pronósticos en la neumonía comunitaria. 

Mecanismo de producción de miRNAs 

La biogénesis de los miRNAs ha sido caracterizada por varios autores en la década 

pasada (Figura 1) [12]. La vía canónica describe que inicialmente se forma un precursor 

de RNA llamado miRNA primario (pri-miRNA), con una cabeza 5' y una cola 3' tipo 

polyA), transcrito por la RNA polimerasa tipo II a partir de su locus genómico 

correspondiente [13]. Este pri-miRNA adquiere su característica forma de horquilla 

debido a la correspondencia de alrededor de 33 pares de bases en la zona de unión del 

lazo [13]. 

En este punto tiene lugar el primer procesamiento, todavía dentro del núcleo, en el que 

intervienen la enzima RNAsa III (Drosha) y dos proteínas de acompañamiento 

(DGCR8) [14]. El pri-miRNA pierde cabeza y cola, manteniendo su forma de lazo y la 

hibridación entre ambos extremos [15], y sale al citoplasma como pre-miRNA 

transportado por la proteína exportina 5 [16]. 

Ya en el citoplasma, se produce el segundo procesamiento: en el pre-miRNA actúa la 

enzima Dicer que elimina el lazo, formándose un molécula de RNA de doble cadena de 

alrededor de 22 pares de bases, que puede considerarse como un miRNA maduro [17]. 

Tras este proceso, una de las dos cadenas se une a una proteína citoplasmática, 

fundamentalmente la llamada Argonauta (AGO), y juntas forman el complejo RISC 

(RNA-induced silencing complex), que es capaz de reconocer secuencias concretas en la 

región UTR 3' de determinados RNA mensajeros a los que se dirija ese miRNA en 

particular [12]. La unión antiparalela –imperfecta– del miRNA maduro integrado en el 

complejo RISC con su RNA mensajero diana modula la traducción de este último 
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mediante inhibición directa de del propio 

proceso de traducción o mediante 

facilitación de su degradación [18,19]. En 

una minoría de los casos, el proceso de 

biogénesis sigue una vía independiente de 

Drosha y/o de Dicer, como es, por ejemplo, 

en la generación del miRNA-451 maduro 

(independiente de Dicer) [20], o en el caso 

de las familia let-7, que requiere un 

procesamiento extra con una enzima 

uridiltransferasa en su etapa pre-miRNA 

[12]. 

Interacción miRNA-mRNA 

La forma en la que un miRNAs modula la 

traducción de su mRNA diana depende de 

la composición del complejo RISC donde se 

integre [19]. 

Cuando la unión complementaria miRNA-

mRNA tiene lugar en el complejo RISC 
Figura 1: Biosgénesis de los miRNAs 

solo compuesto por la proteína AGO y el 

miRNA, el mRNA es destruido: AGO es capaz de estabilizar la unión de los extremos 3'-

UTR (desde los nucleótidos 2 al 8, la llamada seed region), y de inducir la ruptura y 

degradación del RNA mensajero de forma irreversible [21]. Las proteínas Argonautas 

se caracterizan por tener una potente actividad endonucleolítica y están presentes en la 

mayoría de seres vivos con variaciones, siendo la principal en mamíferos la Argonauta 

2 (AGO2) [19]. 

En cambio, cuando la unión miRNA-mRNA se produce en el complejo RISC al que se 

integran proteínas glicina-triptófano de 182 kDa (GW182, también denominado 

TRNC6 en mamíferos), el resultado es que el mRNA puede sufrir un acortamiento de su 

extremo polyA, facilitándose por tanto su posterior degración prematura, y/o puede 

inhibirse su traducción ribosomal [19]. 

El proceso de acortamiento del extremo polyA en 3', decapitación y desintegración del 

RNA mensajero (deadenylation, decapping and decay) requiere de un complejo de 

acortamiento (CCR4-CAF1-NOT), de una enzima de decapitación (DCP2 y otras 
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proteínas activadoras), y de la acción destructora de la exonucleasa XRN1, todo ello 

activado por un complejo RISC integrado por GW182 (Figura 2) [22,23]. 

El mecanismo de inhibición 

de la traducción del mRNA 

no se conocía bien hasta 

fechas recientes [19], 

aunque actualmente se cree 

que el bloqueo del inicio de 

la traducción proteica es la 

principal acción 

moduladora de los miRNAs 

[24]. Los mRNAs tiene una 

estructura 7-metilguanosina 

(m7GpppN) en su cabeza 5' 

que tiene la función de dar 

estabilidad al mRNA y de promover su traducción [25]. Ese motivo m7GpppN es 

reconocido por el factor iniciador de traducción IF4E1 favoreciendo la traducción [26]. 

En cambio, su homólogo IF4E2 también reconoce m7GpppN pero no favorece el inicio 

del proceso de traducción. IF4E2 es mucho menos abundante que IF4E1, por lo que no 

suele modular la traducción. Recientes estudios han demostrado que el complejo RISC 

a través de GW182 recluta IF4Es para inhibir la traducción de su mRNA diana 

(Figura 3) [27]. 

Figura 2: Esquema resumen de la interacción miRNA-mRNA en 
el complejo RIS. (A) Desestabilización y degradación del mRNA. 
(B) Inhibición de la traducción y/o acortamiento el extremo 
polyA del mRNA. Adaptado de Dorn [20]. 

Figura 3: 
Esquema 
integrado a los 
posibles efectos 
sobre la 
traducción del 
complejo 
miRISC 
activado. 

                   

 

 

 

 
 

             

           

    

     

     

   

    

      

     

  

    

     

  

     

      

             

            

             

               

            

                                    

     

 

 

 

              

           

          

            

             

         
         

         
       

  
 
   

  
  

  
 

 
 

Los mRNAs cuya traducción ha sido inhibida o que han sufrido algún proceso de 

decapitación se acumulan en áreas concretas del citoplasma llamadas cuerpos de 

procesamiento (processing bodies, P-bodies) [28]. Estas estructuras, ricas en enzimas 

de degradación, contienen abundantes mRNAs que en determinadas situaciones –si no 

han sido degradados– pueden pasar a ser traducidos [29]. Debido a la alta 
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concentración de mRNAs, el número y tamaño de los P-bodies se ha relacionado con la 

actividad traductora celular [30]. 

Regulación de la transcripción de los genes productores de miRNAs 

Los genes que codifican miRNAs están localizados en diversas zonas del genoma, tanto 

en exones como en intrones [31]. Estos genes presentan una regulación similar a los 

genes codificadores de proteínas, modulándose de forma precisa entre los diferentes 

tejidos y en los diferentes momentos de desarrollo evolutivo [19]. 

El principal punto de control de la biosíntesis de los miRNAs se produce a nivel de la 

transcripción. Al igual que los genes codificadores de proteínas, estos genes tienen 

promotores génicos que presentan regiones de alta concentración de pares de citosina-

fosfato-guanina (islas CpGs), cajas TATA, elementos de reconocimiento del Factor de 

Transcripción IIB (TFIIB) y/o modificaciones de histonas, lo que los hace igualmente 

susceptibles a factores de transcripción nuclear de todo tipo [31]. La regulación de los 

factores de transcripción sobre los miRNAs puede ser negativa o positiva, dependiente 

del tejido y del momento de desarrollo en el que intervengan (Figura 4). 

Figura 4: Ejemplos de feedback entre factor de transcripción (TF) y miRNA 

A modo de ejemplo, el factor de transcripción MYC –cuya activación persistente 

aparece frecuentemente en los cánceres humanos [32]– es capaz de activar la 

transcripción del grupo de miRNAs miR-17-92 con efecto prooncogénico en células 

linfomatosas [33], mientras que al mismo tiempo es capaz de inhibir la transcripción de 

otros miRNAs como el miR-15a, con efecto supresor de tumores [34]. Además, los 

miRNAs intervienen junto a sus factores de transcripción en redes de autorregulación 

tipo feedback positivo, feedback negativos o doble feedback, con el resultado de una 

expresión estable o bien cíclica, tanto del factor de transcripción como del miRNA [19]. 

Pero la regulación de los miRNAs no solo se produce durante la transcripción, sino que 

tiene lugar a lo largo de todo el proceso de biosíntesis. Se ha demostrado que la familia 
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let-7, uno de los grupos de miRNAs más estudiados, es modulada de forma selectiva 

por múltiples mecanismos que incluyen el bloqueo de Drosha, el bloqueo de Dicer, o el 

bloqueo de la uridiltransferasa durante la etapa de pre-let-7 [31]. Otro de los puntos de 

regulación tiene lugar en el momento en el que sólo una de las dos cadenas de RNA se 

incorpora al complejo RISC, afectando decisivamente a su complementariedad de bases 

y a la selección de mRNAs diana a los que va dirigido. De forma general, existe una 

cadena dominante (miRNA) y otra complementaria (miRNA*) y esa relación se 

mantiene estable, aunque puede variar entre diferentes tejidos y según otros factores 

adicionales, como es la secuencia de nucleótidos 5' terminal [35]. 

Por otro lado, existe además otro proceso postranscipcional de edición del miRNA en 

su etapa de pri-miRNA y pre-miRNA, mediante conversión de adenosinas en inosinas 

[36]. Este proceso es capaz de modificar la complementariedad de bases y las 

propiedades estructurales de los miRNAs no maduros, lo que puede afectar a la 

capacidad de exportación de los pre-miRNAs, induciendo su degradación precoz [19], o 

bien conformar un miRNA maduro distinto, con capacidad de interferencia sobre otros 

mRNA diferentes [36]. 

Por último, alteraciones cuantitativas o funcionales de la proteína transportadora AGO 

o de la proteína GW182, pueden modular también el proceso de biosíntesis [19]. 

Comunicación intercelular a través de miRNAs circulantes 

Tal y como hemos expuesto previamente, las primeras descripciones del mecanismo de 

acción de los miRNAs proponían que los miRNAs presentes en una determinada célula 

eran sintetizados con el fin de regular la traducción de mRNAs diana generados en la 

misma célula. Esta visión empezó a cambiar en 2007 gracias a los trabajos del equipo 

de Lötvall, donde se constataba que exosomas procedentes de mastocitos de médula 

ósea contenían grandes cantidades de miRNAs –y de mRNAs– que podían ser 

transferidos a otros mastocitos, siendo funcionales en su nueva localización [37]. 

En el momento actual se postula que los miRNAs pueden ser secretados al medio 

extracelular incluidos en diferentes tipos de vesículas extracelulares (extracellular 

vesicles, EVs), siendo vehiculadas por esas mismas vesículas (en el caso de los 

exosomas) o mediante proteínas de transporte de RNA; de esta forma, pueden viajar e 

integrarse en otras células receptoras, actuando en su destino como verdaderos 

miRNAs endógenos, regulando múltiples genes diana [38]. En definitiva, el proceso de 

intercambio de miRNAs entre células constituye un potente mecanismo de 

comunicación intercelular. 
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No todas las EVs son iguales, y los llamados exosomas son solo un tipo de ellas. Según 

la nomenclatura más aceptada, las EVs pueden ser clasificadas según su tamaño, 

densidad y origen en tres tipos: (1) ectosomas, microvesículas o vesículas de vertido 

(shedding vesicles), formados directamente al ser secretados a través de la membrana 

plasmática, (2) exosomas, procedentes por endocitosis de la membrana ya formada y 

cargados de contenido en el citoplasma antes de volver a ser secretados, y (3) cuerpos 

apoptóticos [39,40] (Figura 5 y 6). 

Figura 5: Tipos de miRNAs según localización y medio de transporte. Adaptado de Chen y col. [39] 

Para algunos autores, el término microvesícula sería casi sinónimo de EV, englobando 

tanto exosomas como ectosomas [38]. Aparte de miRNAs, las EVs contienen lípidos, 

proteínas y otras clases de ácidos nucleicos procedentes de la célula de origen y se han 

visto implicados en una gran cantidad de procesos fisiológicos [39]. 

Además de incluidos en exosomas, los miRNAs circulantes pueden ser transportados 

libremente por determinadas proteínas como la misma AGO2 [41] , la nucleofosmina 1 

(NPM1) [42] o incluso en algunos miRNAs, lipoproteínas de alta densidad (HDL) [43]. 

Su liberación al medio extracelular tendría lugar mediante ectosomas o tras ruptura de 

cuerpo apoptóticos [41]. 

La determinación de altas concentraciones de miRNAs dentro de microvesículas llevó a 

la conclusión de que la mayoría de miRNAs detectados en líquidos biológicos se 

encontraban dentro de exosomas [44]. Sin embargo, otros estudios postulan que la 

mayoría de los miRNAs detectables a nivel extracelular (al menos en plasma y en 

sobrenadante de cultivo celular) se localizan fuera de microvesículas, asociados a 

proteínas AGO [45]. 

Los mecanismos por los que se seleccionan las moléculas que forman parte de las EVs 

–entre ellas los miRNAs– no están completamente esclarecidos, pero estudios 

proteómicos y de secuenciación masiva muestran que su contenido no es aleatorio [46]. 

Se ha descrito que la proteína nuclear heterogénea ribonucleoproteina A2B1 

(hnRNPA2B1) es capaz de unirse a exosomas, reconociendo determinadas secuencias 

específicas de algunos miRNAs, lo que permite modular su carga dentro de esos 

exosomas [47]. Todo ello iría a favor de considerar la acción de los miRNAs exosomales 

como un tipo de comunicación intercelular asimilable a la regulación hormonal [48]. 
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En cambio, los niveles de miRNAs circulantes asociados a AGO parecen ser secundarios 

a la actividad fisiológica celular y depender en gran medida de las vesículas de 

apoptosis, puesto que hasta el momento no se han encontrado mecanismos de 

secreción activa en las membranas celulares [49]. Sin embargo, aún no hay consenso 

suficiente para considerar estos miRNAs como no selectivos. 

Habría que añadir, que pese a la abundancia de RNAsas en el medio extracelular, los 

miRNAs que son secretados se mantienen estables sin ser degradados gracias su 

inclusión dentro de exosomas o bien a su unión a proteínas transportadoras [38,41]. 

Actualmente hay evidencia de la presencia de miRNAs extracelulares en la mayor parte 

de los fluidos biológicos, como son el suero, el plasma, la saliva, la orina y la leche 

materna [38]. 

A modo de resumen general, según se observa en la Figura 6 tomada de la revisión de 

2012 de Chen y colaboradores, se muestra el proceso de biosíntesis de miRNAs, la 

formación del complejo RISC en la propia célula, los mecanismos de secreción celular y 

por último la integración de los miRNAs exógenos en las células de destino [38]. 
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Figura 6: Resumen de biosíntesis de miRNAs, formación de RISC, y secreción y transporte con 
destino a otras células. 
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Funciones biológicas de los miRNAs 

La principal misión de los miRNAs es ejercer una represión postranscripcional de genes 

codificadores de proteínas mediante interacción miRNA-mRNA, por lo que se les ha 

llegado a calificar de Micromanagers of Protein Output [21]. Gracias a esta capacidad 

de control postranscripcional intervienen en un gran número de proceso biológicos 

Algunas de las funciones en las que se ha 

demostrado la participación de los miRNAs son la 

regulación de los procesos de desarrollo 

embrionario, de muerte celular, de proliferación 

celular, de hematopoyesis y de neurodesarrollo 

[50]; también se les ha involucrado en la 

organogénesis del sistema osteomuscular y 

cardiaco, y en la regulación del metabolismo del 

colesterol, en la liberación pancreática de insulina 

o incluso en el control de la presión arterial 

mediante su influencia en el sistema renina-

angiotensina-aldosterona [51]. Pero quizá una de 

las funciones más importantes es su papel en la 

regulación de los procesos inmunológicos, 

incluyendo la respuesta inmune innata y 

adaptativa, los procesos de desarrollo y 

diferenciación de células inmunitarias y su 

participación en la prevención de fenómenos 

autoinmunes [52]. 

Implicación de los miRNAs en el control del 

proceso inflamatorio agudo 

Para la formación de una respuesta inmune eficaz, 

que evite los fenómenos autoinmunes o las 

reacciones inflamatorias excesivas, se necesita 

controlar de una forma precisa todos los procesos 

evolutivos celulares, como son la diferenciación, la 

maduración e incluso la activación celular. Los 

miRNAs pueden influir en el desarrollo y la función de las células inmunes mediante el 

bloqueo de las traducción de proteínas clave como pueden ser algunos factores de 

Figura 7: MiRNAs involucrados en 

la regulación funcional de la 

inmunidad innata. Adaptado de 

Kingsley y Bhat [50]. 
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transcripción o algunas moléculas intermedias de las cascadas de señalización de los 

receptores celulares [39]. 

Algunos miRNAs han sido identificados como parte fundamental en la modulación de 

la respuesta inmune ante una infección bacteriana grave, tanto en modelos animales 

como en humanos (Figura 7). Esta modulación se ejerce inicialmente mediante el 

control de la activación y reclutamiento de neutrófilos, y la señal de quimiotaxis que da 

salida al proceso inflamatorio [53]. A este nivel actúa el miR-451, cuyo aumento dentro 

de los neutrófilos impide su migración hacia los focos de inflamación como 

consecuencia del bloqueo de la vía p38 MAPKinasa [54]. El miR-466i tiene diferentes 

funciones según donde se sobrexprese; así, el miR-466i en los neutrófilos promueve el 

inicio de la respuesta inflamatoria, mientras que en los macrófagos, a través del 

aumento de resolvinas y maresinas, promueve la resolución de la inflamación [55]. 

También el miR-146 se ha identificado como modulador de la respuesta inmune, 

mediante su efecto inhibidor de las citoquinas proinflamatorias IL-8, CCL-20 y TNF-α, 

y por tanto, reduciendo el reclutamiento de neutrófilos en un modelo cutáneo [56]. 

Además de con la quimiotáxis, los miRNAs se han relacionado con la activación de la 

inmunidad innata (Figura 8). Así, el defecto de miR-223 parece potenciar la eficacia de 

Figura 8: Modulación mediante miRNAs de la respuest inmune 
innata a patógenos y alérgenos 

la fagocitosis de los 

neutrófilos mediante una 

mayor generación de ROS, 

aunque este efecto 

produciría también una 

mayor respuesta 

inflamatoria local y una 

exagerada destrucción 

tisular consecuencia de la 

agresión [57]; similar 

efecto se ha observado con 

el mir-142-3p, 

imprescindible para 

mantener el desarrollo y 

maduración de los neutrófilos dentro de la normalidad [58]. Por otro lado, miR-1959 

sería el encargado de regular la expresión de algunos péptidos antimicrobianos tales 

como α-defensinas y catelicidinas, capaces de aumentar la permeabilidad bacteriana y 

destruir de esta forma a los patógenos [59]. Por último, al menos un microRNA 

presenta una relación de feedback negativo con la vía de activación TLR4 -->NFκβ en 

neutrófilos: el miR-9 [60]. 
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Una vez iniciada la inflamación, lo siguiente en aparecer es el reclutamiento de 

monocitos circulantes que acuden al foco de la infección donde se diferencian a 

macrófagos, o a células presentadoras de antígeno [53]. La diferenciación a macrófagos 

proinflamatorios requiere de la participación de varios factores de transcripción tales 

como CEBP/β, RUNX-1 o ATF2, a su vez regulados por varios miRNAs: miR-21, el 

miR-155, el miR-424, y el miR-17-92 [61]. De nuevo, uno de los puntos de regulación 

más importantes tiene lugar en la cascada de señalización intracelular dependiente de 

los receptores Toll-like (TLR). Los primeros estudios básicos que intentaron la 

activación de TLR en macrófagos con LPS demostraron que un gran número de 

miRNAs (miR-21, -25, -27b, -100, 140, -142-3p, -181c, 187, -194, -214, -223 y -224) 

modificaban sus niveles de una forma rápida e intensa [62]. Sin embargo, los dos 

mayores reguladores del desarrollo y función de los macrófagos son el miR-155 y el 

miR-146a [63] (Figura 9). Por un lado, miR-155 es inducido por el factor de 

transcripción nuclear NF-kB a través de la proteína activadora 1 (AP-1), en respuesta a 

un gran número de estímulos vía la cascada del TLR [64]. La inducción del miR-155 

conlleva una amplificación de la respuesta inflamatoria, al ser capaz de inhibir 

supresores de la cascada TLR-->NF-κB (SOCS1 y SHIP1), y por tanto dejando vía libre a 

la sobreproducción de NF-κB (y con él, la mayor parte de las citoquinas 

inflamatorias)[65]. En cambio miR-146a, también inducido por NF-κB, tiene un efecto 

modulador negativo sobre la inflamación, al ser capaz de bloquear TRAF6 e IRAK1, 

moléculas intermedias de la vía TLR- NF-κB (Figura 9) [66]. 

Además de estos dos, otros miRNAs se han relacionado con el control de los 

macrófagos. Se ha observado recientemente que el miR-127, inducible también por la 

vía del TLR, se relaciona con un aumento de citoquinas proinflamatorias en los 

macrófagos –en un modelo pulmonar– mientras que su bloqueo conlleva a la 

polarización hacia M2, de perfil antiinflamatorio [67]. 

Para concluir: en los últimos años se han hecho avances muy importantes en la 

comprensión de los sistemas de control de la inmunidad innata mediante miRNAs, 

tanto a nivel celular como molecular [63]. Además, se han hecho numerosos estudios 

sobre miRNAs en sangre periférica –libres o en exosomas– con el objetivo de alcanzar 

un diagnóstico precoz tanto de procesos neoplásicos [68], enfermedades 

cardiovasculares [69], como de enfermedades autoinmunes[70]. Vista la importancia 

de estas moléculas en el control de la inflamación aguda y su potencial como 

biomarcadores, se abre el camino para utilizar los microRNAs circulantes como 

marcadores diagnósticos y pronósticos en procesos infecciosos, tales como la neumonía 

adquirida en la comunidad (NAC). 
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Figura 9: Regulación de la inmunidad innata por miRNAs. Adaptado de Mehta y Baltimore 

. 

Se muestran de forma resumida, miRNAs relacionados en la proliferación y 

desarrollo de algunas células del sistema inmune innato. 

El miR-155 y el miR-146a son piezas clave de la 

regulación del factor de señalización nuclear 

NF-κβ a partir de la activación del Toll-like 

receptor vía TRAF6. 

miR-146a actuaría como un factor represor 

–a través del bloqueo de TRAF6– mientras que 

miR-155 actuaría como un factor activador, 

reprimiendo SOCS1, liberando así la inhibición 

que esa molécula ejerce sobre TLR. 

Este mecanismo, entre otros posibles, explicaría el 

efecto antiinflamatorio observado de miR-146 y el 

proinflamatorio de miR-155 [71]. 

El miR-223 se comporta como un factor 

proinflamatorio: es capaz de reprimir el myocyte-

specific enhacer factor 2C (MEF2C), a su vez factor 

inhibidor de la diferenciación de granulocitos. 

Varios factores nucleares ejercen su efecto sobre 

este miRNA, entre los que destacan C/EBPα 

(potenciador) y NFI-A (inhibidor). 
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Neumonía adquirida en la comunidad (NAC): modelo de inflamación 

aguda 

Según cita de D. Pedro Laín Entralgo, la primera mención a la neumonía como 

enfermedad aguda probablemente se la debemos a Hipócrates: "En el conjunto de las 

enfermedades internas, una diferencia descuella sobre todas las demás: la que existe 

entre las «agudas» (oxéa nousēmata) y las «crónicas» (polykhronía nousēmata). 

Aquéllas -«pleuresía, peripneumonía, frenitis, letargo, causón y las que dependen de 

ellas y en que la fiebre es continua» son las más funestas, las que exigen mayor 

discreción en el tratamiento y las que hacen más difícil e inseguro el juicio pronóstico 

(II, 232)" [72]. Por otro lado, la primera descripción de la enfermedad como resultado 

de la relación entre el huésped y el patógeno la podemos encontrar en 1887 en la 

Patología General de Klebs, donde se describe con agudeza que "Es la lucha entre la 

célula y la bacteria la que constituye la enfermedad infecciosa" [73]. 

En nuestros días, la neumonía adquirida en la comunidad se define por la presencia de 

dos elementos imprescindibles: signos y síntomas de afectación del tracto respiratorio 

inferior de inicio reciente y la aparición de un infiltrado radiológico nuevo [74,75]. Por 

tanto, la misma definición contempla de forma implícita las dos características más 

importantes de esta enfermedad: se trata de una infección de curso rápido que 

condiciona una respuesta aguda en el paciente. 

En el momento actual, y gracias a la investigación básica, se sabe que esa respuesta 

inmune que aparece en la infección broncoalveolar es un proceso inflamatorio agudo 

coordinado que integra a todos los componentes celulares y humorales [76,77]. 

Normalmente, la constante llegada al árbol broncoalveolar de pequeñas cantidades de 

microorganismos durante la respiración es controlada por el sistema mucociliar y por 

los macrófagos residentes en el epitelio alveolar [78]. Sin embargo, la llegada de 

patógenos de especial virulencia o en grandes cantidades necesita de otras medidas: 

desde hace años es conocido que la respuesta celular innata a cargo de los macrófagos 

migrados a la mucosa respiratoria y de los neutrófilos reclutados durante la 

inflamación aguda son claves para el control efectivo de la infección [76,79]. Esta 

reacción inflamatoria conlleva la liberación desde la circulación sanguínea de moléculas 

de complemento, anticuerpos circulantes y proteínas de fase aguda que facilitan el 

control de la infección, pero que producen también un daño pulmonar agudo [78] 

(Figura 10). Por tanto, para acabar con el estado morboso no basta con una respuesta 

inicial rápida e intensa; es necesario una correcta resolución de la inflamación una vez 

que el patógeno ha sido eliminado, pues de lo contrario la cascada inflamatoria puede 

producir un daño irreversible en la arquitectura y función pulmonar [76]. 
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Figura 10: Modelo de 

daño pulmonar tras 

infección bacteriana 

según tamaño del 

inóculo y tipo de 

respuesta celular. 

Adaptado de 

Marriott y Dockrell 

[76]. 

Con macrófagos funcionantes Sin macrófagos funcionantes 

El daño agudo tisular secundario a la inflamación pulmonar tiende a desaparecer 

durante el periodo de convalecencia. Sin embargo, en algunos pacientes la inflamación 

no se resuelve por completo y pueden aparecer alteraciones estructurales irreversibles a 

nivel pulmonar como fibrosis, enfisema y bronquiectasias, e incluso otras 

inmunomediadas, como el asma, que afectan a su pronóstico vital y funcional [78] 

(Figura 11). 

Figura 11: Infección 

respiratoria y fases de la 

respuesta inmune 

secundaria. 

Adaptado de Mizgerd [78]. 

I: infección 

(A): macrófagos residentes 

(m): macrófagos reclutados 

(N): neutrófilos 

(L): linfocitos 

(S): células madre mieloides 
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Dicho lo anterior, y basándonos en el esquema previo, se podrían diferenciar 4 fases de 

respuesta inmunitaria en la NAC [78]: 

(1) Inflamación aguda 

(2) Resolución de la inflamación aguda 

(3) Impronta sobre respuestas inmunes futuras 

(4) Inflamación residual no resuelta 

(1) Inflamación aguda. 

El reconocimiento precoz de microorganismos por el endotelio pulmonar –células 

endoteliales y macrófagos residentes– condiciona un cambio en el transcriptoma local, 

resultando en la producción y liberación de múltiples mediadores inflamatorios: 

citoquinas, quimioquinas, factores de crecimiento, sustancias antimicrobianas, 

opsoninas, enzimas/inhibidores de enzimas, moléculas de adhesión y otros factores 

[80]. Algunas de estas moléculas tienen acción directa antimicrobiana, mientras que 

otras potencian el reclutamiento de células inmunes, en un primer momento 

macrófagos y neutrófilos circulantes [76,79]. El efecto antimicrobiano de los 

macrófagos ha sido comprobado en varios estudios en los que el bloqueo de estas 

células de forma genética o farmacológica deterioraba de forma decisiva la capacidad 

defensiva del huésped [81]. Los neutrófilos, por su parte, son especialmente 

importantes en el control inicial de la infección pulmonar. Su acción sobre los 

microorganismos es triple: son fagocitos facultativos, destruyendo los patógenos en su 

citoplasma; son capaces de degranularse, liberando al medio gran cantidad de 

moléculas tóxicas, como la mieloperoxidasa (MPO); por último, son capaces de 

proyectar su DNA nuclear asociado a histonas y otras moléculas para formar una red 

donde queden atrapados los microorganismos (neutrophil extracellular traps, NETs), 

con gran efecto microbicida [82]. Además, estudios en animales de experimentación y 

en modelos de inmunodepresión humana (congénita o tras fármacos), han demostrado 

que la neutropenia y las alteraciones funcionales de los neutrófilos son factores de alto 

riesgo de aparición de neumonía grave [83,84]. 

A nivel molecular, tanto células endoteliales, como macrófagos y neutrófilos activados 

inician una cascada de señalización intracelular que acaba en la transcripción de 

múltiples mediadores locales. En todos ellos, el principal factor de transcripción 

involucrado es el factor NF-kB, que actúa como el verdadero regulador de la respuesta 

inmune innata pulmonar [78]. Su activación promueve en las células defensivas la 

producción de factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α), interleuquina 1 (IL-1), 

interleuquina 6 (IL-6) y el factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), 

entre otros, que liberados potencian tanto el reclutamiento de más neutrófilos como el 
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resto de acciones defensivas contra el patógeno. Esta acción se ve reforzada por la 

respuesta hepática sistémica, con liberación a la circulación de reactantes de fase aguda 

que potencian la inflamación pulmonar durante la NAC [85]. Defectos en moléculas 

intermedias en la cascada de activación de NF-kB (MyD88, TRAF6 o IRAK4), impiden 

la correcta activación nuclear de NF-kB, facilitando la aparición de infecciones 

bacterianas graves [86]. Además como se ha comentado anteriormente, el miR-146 y el 

miR-155 serían reguladores de la inflamación, a través del control sobre cascada de 

activación de NF-kB [63]. 

Por último, habría que mencionar la contribución de la inmunidad adaptativa al control 

efectivo de la neumonía. En el epitelio respiratorio se encuentran linfocitos T CD4+ de 

memoria, que si han tenido contacto previo con el patógeno son capaces de inducir la 

lisis de las células infectadas [87], así como de acelerar y amplificar la cascada 

inflamatoria innata mediante la secreción de citoquinas propias [88]. También se 

encuentran linfocitos Th17, que una vez activados por IL-23, producen gran cantidad de 

IL-17, clave en la defensa local contra bacterias extracelulares y hongos, debido a su 

capacidad de reclutamiento de neutrófilos [89]. 

(2) Resolución de la inflamación aguda. 

Los cambios tisulares que ocurren durante una neumonía severa son extraordinarios, 

pero el pulmón es habitualmente capaz de detener la inflamación y recobrar su 

histología normal [78] (Figura 12). La resolución de la inflamación aguda requiere de la 

eliminación del pus. Por un lado, la eliminación de las células inflamatorias apoptóticas 

a cargo de los macrófagos residentes mediante eferocitosis, rompe la retroalimentación 

del proceso inflamatorio [90]; por otro lado, el reconocimiento de células inflamatorias 

apoptóticas por los macrófagos conlleva un cambio en la liberación de citoquinas –de 

proinflamatorias a antiinflamatorias, fundamentalmente interleuquina-10 y TGF-β– 

deteniendo la cascada inflamatoria [91,92]. 

Desde la inmunidad adaptativa, la acción de los linfocitos T reguladores (Tregs), 

atraídos al lugar de la infección desde el principio de la inflamación, es capaz de 

acelerar la resolución de la neumonía mediante la liberación de TFG-β [93]. 

A nivel molecular, del mismo modo que la activación de NF-kB era fundamental para 

desencadenar la respuesta inflamatoria, la activación del signal transducer and 

activator of transcription 3 (STAT3) es fundamental para superarla. Así, STAT3 induce 

la expresión de genes responsables de la migración celular, de la proliferación epitelial 

y de la prevención de la muerte celular a nivel de la pared alveolar [78]. Es conocido 

que la IL-6 y la citoquina relacionada leukemia inhibitory factor (LIF), abundantes 
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durante la NAC, además de pro-inflamatorios son potentes estímulos de activación de 

STAT3, contribuyendo con el tiempo a la reparación tisular [94]. 

                   

 

 

 

 
 

            

           

 
 

          
      

 

      

       

      

     

     

       

        

       

       

      

       

     

      

       

        

    

       

      

    

       
      

       

Figura 12: Mecanismos inmunológicos protectores del daño tisular posinflamación. 
Adaptado de Quinton y col. [83] 

Figura 13: Adaptación inmunitaria del pulmón 

tras una neumonía. Adaptado de Mizgerd [73]. 

(3) Impronta sobre futuras respuestas inmunes. 

La resolución de la cascada inflamatoria en 

el pulmón conlleva una paralización del 

daño tisular, pero también conlleva 

cambios permanentes de la inmunidad 

local, sobre todo en la adaptativa, aunque 

no solo en ésta [78]. A nivel celular, 

comienzan a residir en el epitelio algunas 

células inmunitarias que no estaban en un 

principio, tales como células NK, linfocitos 

γδ, linfocitos innatos (IL) o linfocitos T 

memoria residentes (TRM), que están 

preparados para una respuesta precoz en 

caso de reinfección [95] (Figura 13). 

Por otro lado, las células epiteliales y los 

macrófagos residentes se reprograman 

metabólica y epigenéticamente de forma 

que, ante un nuevo estímulo, los 

mediadores inflamatorios que producen 

son más efectivos en el reclutamiento de 
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neutrófilos y de linfocitos T de memoria (TEM) [95,96]. En cualquier caso estos 

cambios adaptativos no empiezan a ser efectivos hasta pasados unos días desde el 

episodio neumónico. Durante esos primeros momentos, la inmunidad adaptativa se 

muestra "aturdida": el riesgo de desarrollar una segunda neumonía aumenta debido a 

una mayor tolerancia temporal a antígenos de macrófagos y células presentadoras de 

antígeno, lo que conlleva una disfunción de la activación de los linfocitos T, un proceso 

que recibe el nombre de inmunosupresión inducida por sepsis [97]. Afortunadamente, 

esta inmunosupresión es transitoria. 

(4) Inflamación residual no resuelta. 

En algunas ocasiones, el proceso de transición desde la inflamación aguda hacia un 

epitelio "entrenado" en reposo no sucede con rapidez. En estos casos, se mantiene una 

inflamación de bajo nivel que puede conllevar a una mayor inmunosenescencia y a la 

disbiosis bronquial, perpetuando el círculo vicioso inflamatorio y dañando los 

mecanismos de defensa broncoalveolar del huésped [95]. Un ejemplo de este 

mecanismo sería el de la neumonía bacteriana secundaria tras una infección viral, 

característicamente por el virus de la gripe. En este caso, el aumento de interferón 

(IFN) I y II secundario al proceso vírico impide el correcto reclutamiento de neutrófilos 

y la actividad macrofágica local en un primer momento, permitiendo la replicación 

bacteriana y favoreciendo el desarrollo del proceso neumónico posterior [98]. 

En cualquier caso, los mecanismos fisiopatogénicos exactos no son bien conocidos, 

aunque actualmente se cree que la inflamación residual –tanto local como sistémica– 

es responsable de la mayoría de complicaciones a medio y largo plazo observadas en el 

seguimiento de la NAC (cognitivas, funcionales, infecciosas y cardiovasculares) [82]. 

Desde un abordaje clínico descriptivo, algunos autores han medido algunas citoquinas 

inflamatorias (TNF-α, IL-6 e IL-10) durante los primeros días tras una NAC, 

encontrando niveles muy altos al ingreso, disminución rápida durante los primeros 

días, pero persistencia de niveles elevados en el tiempo, más allá de la resolución clínica 

[99]. Otros estudios en esa línea han comprobado que la persistencia de niveles 

elevados de la IL-6 en el momento del alta hospitalaria –lo que traduce una 

inflamación subaguda no resuelta– se relacionan con mayor riesgo de muerte diferida, 

fundamentalmente por nuevas infecciones graves y por eventos cardiovasculares 

[100,101]. 

Esta idea de inflamación sistémica no resuelta tras una NAC como promotor de 

potenciales complicaciones a corto y largo plazo, ha sido también parte inspiradora de 

este proyecto de tesis. 
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Una vez explicada la fisiología y la regulación inmune de la NAC, queda situarla 

como problema de salud dentro de la atención sanitaria actual. 

Impacto sociosanitario de la NAC en nuestros días 

La neumonía adquirida en la comunidad es una infección frecuente y grave. Según los 

últimos datos actualizados de 2015, las infecciones del tracto respiratorio inferior (low 

respiratory tract infections, LRI) –en el que se incluyen bronquiolitis y neumonías– 

suponen la quinta causa de muerte global (de 249 posibles) y la primera causa de 

muerte infecciosa en el mundo [102]. Se estima que estas infecciones son responsables 

de 2,74 millones de fallecimientos cada año (IC 95% 2,5 - 2,86) [103]. 

Además de tener un gran impacto sobre la mortalidad, sufrir una NAC afecta a la 

calidad de vida posterior al episodio. Se ha estimado una reducción del 16% en calidad 

de vida (según escala Euroqol EQ-5D-3L) y una disminución del 13% en la medida de 

QALYs (quality-adjusted life years, Años de Vida Ajustados por Calidad) en el año 

posterior al alta de los pacientes ingresados por NAC, respecto a una población 

comparable que no había sufrido una neumonía [104]. Se ha descrito que una estancia 

hospitalaria más prolongada se correlaciona con una mayor reducción en la calidad de 

vida, y que los mayores de 85 años tienen muy pocas posibilidades de recuperar su 

estado previo basal [105]. Habría que añadir que, de forma llamativa, el deterioro en la 

calidad de vida que no se recupera antes de los 2 meses desde el alta, no mejora 

durante los siguientes 10 meses de seguimiento [104]. 

Desde un punto de vista económico, algunos estudios en EEUU sobre población laboral 

activa han demostrado que aquellos pacientes que sufrían una NAC tenían un gasto 

sanitario anual más de 5 veces mayor que los que no la sufrían (20 961 vs. 3783 dolares 

americanos (US$), respectivamente) [106]. Un estudio reciente en Japón ha calculado 

que en pacientes mayores de 65 años, el coste directo de una NAC atendida de forma 

ambulatoria es de 346 US$, mientras que el coste para pacientes ingresados asciende a 

4851 US$ [107]. Ya en Europa, se ha estimado que el coste directo por hospitalización 

de un adulto de cualquier edad que requiere ingreso por NAC oscila entre los 1586 

euros de Italia y los 1201 euros de Alemania [108]. Por otro lado, los gastos indirectos 

en días de trabajo perdidos ascienden en toda Europa a 3600 millones de euros cada 

año, comparable, por ejemplo, al presupuesto de la candidatura olímpica Paris 2024 

[108]. 

En relación con la etiología, la neumonía causada por Streptococcus pneumonia 

–principal agente etiológico de la neumonía comunitaria– produce el 55,4% de todas 

las muertes por LRI en todos los rangos de edad, lo que supone un total de 1,51 
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millones de fallecimientos por esta causa cada año en el mundo (IC 95% 0,85 - 2,18) 

[103]. 

Según la opinión de muchos expertos, la importancia clínica y el gasto económico de la 

atención de la NAC es enorme y se espera que aumente en el futuro, espoleada en 

muchos casos por la aparición de nuevos mecanismos de resistencia a antimicrobianos 

y por el envejecimiento de la población mundial. Según esos mismos autores, es 

necesario potenciar el campo diagnóstico –entre otras muchas medidas– para intentar 

atenuar esta patología [109]. 

Situación de la NAC en España 

En España, los datos de morbimortalidad son similares al del resto de países 

desarrollados, aunque con matices. La NAC en España conlleva una alta mortalidad 

tanto durante el ingreso como en el seguimiento posterior a corto y largo plazo. Según 

datos del Conjunto Mínimo Básico de Datos de Hospitalización del SNS (CMBD) de 

2016 (último año disponible) el 8,5% de los pacientes hospitalizados por neumonía –de 

cualquier tipo– fallecieron durante su ingreso (8474 fallecimientos de un total de 

98 672 hospitalizaciones), porcentaje solo por detrás de los ingresos por accidente 

cerebrovascular o por insuficiencia cardiaca congestiva [110]. En uno de los más 

amplios y recientes estudios específicamente sobre neumonías adquiridas en la 

comunidad hospitalizadas en España, se comunicó una tasa de mortalidad del 4,4% a 

30 días y del 5,6% a 90 días desde el momento del ingreso [111]. En otro estudio 

reciente, con datos desglosados hasta 2015, la mortalidad durante el ingreso se situó 

algo más alta, en el 6,4%, y la mortalidad a los 30 días fue del 7,5% [112]. Analizando la 

mortalidad a más largo plazo los resultados continúan esta tendencia; en otro estudio 

unicéntrico con más de 2300 pacientes se informó de una tasa de mortalidad al año del 

10,6%, una vez excluidos los pacientes con mortalidad precoz intraingreso [113] . Todos 

estos resultados son similares a los disponibles en nuestro centro correspondientes a 

2012, con una mortalidad durante el ingreso en torno al 4,3%, a los 30 días del 5,7% y a 

los 90 días del 12% [114]; y similares también a los correspondientes a 2015 que se 

presentan en la sección de Resultados de esta memoria de tesis doctoral. 

Además de ser una importante causa de mortalidad, la NAC supone una importante 

carga para el sistema sanitario. Analizando los datos desglosados del mayor estudio 

epidemiológico sobre NAC en adultos en nuestro país, la incidencia de 

hospitalizaciones entre los años 2004 y 2013 aumentó de 142,4 a 163,9 casos por 

100 000 habitantes-año [115] (Figura 14). 
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Figura 14: Incidencia de 
hospitalizaciones por NAC 
en España entre 2004 y 
2013, categorizado por 
edad. 

Reproducido de: 
de Miguel-Díez y col. [116] 

Dicho aumento se produjo por igual entre hombres y mujeres. Streptococcus 

pneumoniae fue el patógeno más veces identificado como responsable de la neumonía, 

aunque su aislamiento fue paulatinamente disminuyendo en el periodo estudiado desde 

un 16,9% en 2004 hasta solo un 8,5% en 2013. Pese a las mejoras tecnológicas y de 

recursos sanitarios, la estancia media se mantuvo estable en los 7 días de ingreso, 

mientras que la mortalidad intraingreso solo disminuyó discretamente desde el 13,3% 

en 2004 hasta el 12,8% en 2013 [115]. 

Respecto a los costes directos de la atención a estos pacientes, los últimos estudios 

disponibles en España (con datos poco actualizados de 2004), sitúan los costes de la 

hospitalización en 1553 euros, mientras que la atención ambulatoria estaría en los 196 

euros [116], costes comparables con otros países europeos [108]. 

Mortalidad a largo plazo tras un ingreso por neumonía 

Desde que en 1892 Sir William Osler dijera aquello de "pneumonia is the old man's 

friend" [117], la atención sanitaria de la NAC ha experimentado muchas mejoras, 

aunque continúa siendo una enfermedad especialmente grave entre aquellos pacientes 

más mayores y con más comorbilidades [118]. Así por poner un ejemplo, en una 

extensa cohorte canadiense de pacientes hospitalizados por NAC se observó que hasta 

el 29% de los pacientes cumplían criterios de pluripatología, y que esta condición 

aumentaba un 20% su riesgo absoluto de muerte durante el ingreso, respecto a los 

pacientes no pluripatológicos con NAC de similar gravedad según escalas habituales 

[119]. Esta relación entre edad y fragilidad con mortalidad durante el episodio ha 

quedado demostrada en un sinfín de trabajos y revisiones [118,120–122]. 
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Sin embargo, más recientemente la atención ha girado hacia el pronóstico a largo plazo. 

Desde hace años y cada vez con más evidencia se afirma que sufrir una NAC aumenta el 

riesgo de muerte a largo plazo –a 1 año, a 3 años e incluso a 5 años desde el ingreso– 

respecto a personas iguales en todo que no habían sufrido una neumonía [123–125]. 

La razón de este exceso de riesgo no ha sido hasta el momento completamente 

explicada, pero se cree que podría ser algún factor desconocido, independientemente 

de la edad y del grado de comorbilidades iniciales [126,127]. Para Bruns y col. la causa 

del exceso de mortalidad estaría relacionada fundamentalmente con la aparición de un 

exceso de neoplasias, con complicaciones de una EPOC preexistente y con el desarrollo 

de eventos cardiovasculares letales [128]; esas mismas causas serían las encontradas 

por Holter en su cohorte noruega [129]. Johnstone y col. lo relacionaron con la 

gravedad inicial del proceso neumónico medida por PSI [130]. Corrales-Medina y su 

equipo también estudiaron la causa de esta mortalidad diferida, llegando a la 

conclusión de que se debía a un aumento de eventos cardiovasculares [131], siendo la 

aparición de insuficiencia cardiaca congestiva un factor especialmente relevante [132]. 

Más recientemente, Myint y col. determinaron que la mortalidad a largo plazo (hasta 

un año de seguimiento) se debía a causas cardiovasculares, y que la mortalidad a más 

largo plazo se relacionaba mayormente con causas respiratorias [133]. Para Eurich y 

col. la clave estaba en el aumento de visitas a Urgencias e ingresos que experimentaban 

sus pacientes durante los siguientes 10 años desde la NAC, lo que era causa –o 

consecuencia– de una mayor fragilidad [134]. Mortensen y su equipo encontraron un 

aumento de neoplasias de pulmón avanzadas en los pacientes previamente ingresados 

por NAC [135]. La propuesta de Quinton en su extensa revisión sobre fisiología de la 

neumonía era que la NAC actuaba como modulador de la trayectoria vital de los 

pacientes, aumentando el riesgo de muerte a corto plazo, pero también acelerando el 

declive vital constitutivo de todo ser humano, en caso de superar la infección aguda 

[82] (Figura 15). 
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Yende en varios de sus trabajos sobre neumonía y sepsis propuso que la inflamación 

residual –medida por citoquinas proinflamatorias– era responsable del exceso de 

mortalidad a largo plazo [136,137]. 

Por último, varios autores sugieren que la alta tasa de mortalidad a largo plazo en 

pacientes con NAC podría ser debida a una respuesta inflamatoria persistente después 

del alta hospitalaria o incluso a enfermedades cardiovasculares que no eran 

previamente conocidas, surgidas después del episodio [138] (Figura 16). 

16: 
sis de 
i y 

ez para 
r la 
idad 
a tras una 
39]. 

Parece que todas estas explicaciones tienen en común dos cosas: la importancia de la 

reacción inflamatoria secundaria a la NAC y la relación más o menos directa con el 

desarrollo de eventos cardiovasculares letales. Esta relación ha sido la base de nuestras 

investigaciones y origen del presente proyecto de tesis doctoral. 

En el siguiente punto, se desarrolla más ampliamente esta idea. 

Inflamación y aparición de eventos cardiovasculares en la NAC 

La relación entre la inflamación y la desestabilización de la enfermedad cardiovascular 

a través del desencadenamiento de la ruptura de la placa de ateroma ha sido muy 

estudiada, principalmente en Cardiología, como factor de riesgo de cardiopatía 

isquémica (“inflammation factors” versus “injury factors”) [139]; también en otras 

especialidades con modelos de inflamación crónica, como por ejemplo Reumatología, 
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donde se había constatado epidemiológicamente un aumento de eventos 

cardiovasculares en los paciente con control subóptimo [140]. 

El desarrollo de eventos cardiovasculares en el seno de una neumonía ha sido descrito 

desde hace años, sobre todo la aparición de episodios de cardiopatía isquémica aguda 

durante la etapa inicial de la hospitalización por la infección, momento de mayor estrés 

respiratorio [141]. Esta relación se ha atribuido tradicionalmente a la hipoxemia aguda 

y a la mayor demanda de oxígeno por el miocardio en el contexto de la respuesta 

inflamatoria sistémica. Las propuestas hechas para su prevención han sido la mejora de 

la atención sanitaria y el inicio terapéutico precoz [142]. En otros estudios se ha 

descrito una mayor incidencia de descompensaciones de insuficiencia cardiaca en la 

evolución a medio plazo [143], incluso un peor pronóstico, con mayor número de 

reingresos y mayor mortalidad secundaria [143,144]. Una vez más, los mecanismos 

invocados han sido los relacionados con la mayor demanda de oxígeno y la insuficiencia 

respiratoria a esas demandas, pero también la aparición de arritmias malignas, la 

hipertensión pulmonar transitoria y por primera vez, la disfunción endotelial coronaria 

y los fenómenos isquémicos acompañantes [145,146]. Partiendo de esa predisposición a 

la cardiopatía isquémica, varios estudios describieron la aparición de eventos 

cardiovasculares no solo precoces sino también a largo plazo, encontrando una mayor 

prevalencia de eventos isquémicos mayores al año de seguimiento o incluso más tarde 

tras una NAC [130,137,147]. 

En este sentido cabe añadir que la importancia de los eventos cardiovasculares 

concurrentes a una NAC ha sido reconocida con el desarrollo de nuevas escalas 

pronósticas en las que se ha incluido las complicaciones cardiovasculares [148,149]. 

Revisadas las bases biológicas de los miRNAs y su importancia en el proceso 

inflamatorio agudo que tiene lugar durante una neumonía, la importancia de la NAC 

en nuestra sociedad, sus complicaciones y pronóstico, queda profundizar en los 

métodos de predicción a través del análisis de los biomarcadores disponibles y 

futuros. 
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Tras la búsqueda del mejor biomarcador pronóstico para la NAC 

Hasta el momento, las aplicaciones de los biomarcadores comúnmente utilizados en la 

NAC han sido múltiples, entre las que se incluyen ayudar al diagnóstico del proceso y 

al diagnóstico etiológico, estratificar el riesgo de complicaciones y asistir en el triaje de 

Urgencias, ayudar a decidir el inicio, el fin y la 

duración del tratamiento antibiótico e incluso 

determinar el pronóstico a corto, medio y 

largo plazo [150] (Figura 17). 

Probablemente las primeras iniciativas de 

utilización de marcadores con capacidad 

pronóstica en la NAC procedieron del equipo 

de investigación norteamericano de Fine [151] 

y del grupo británico de Lim [152]. Ambos 

grupos desarrollaron a finales de la década de 

los 90 escalas predictivas elaboradas con 

variables clínicas y analíticas obtenidas al 

ingreso –Pneumonia Severity Index, PSI y 

CURB65, respectivamente– que permitían 

calcular la mortalidad por el episodio y 

facilitaban la asignación de recursos sanitarios 

en función de su riesgo [153]. 

La escala PSI se obtuvo de datos de más de 

14 000 pacientes con NAC y fue validada 

posteriormente en otra cohorte con pacientes ambulatorios e ingresados de más de 

40 000 sujetos [150]. Recoge 20 variables diferentes y clasifica a los pacientes en 5 

clases, según estimación progresiva de mortalidad por episodio. Su capacidad 

pronóstica es buena, pero la inclusión de tantas variables hace que su cálculo no sea 

sencillo en la práctica clínica diaria. En cambio CURB65 solo consta de 5 variables (4 si 

excluimos la "U" de nitrógeno ureico en sangre, BUN), pero no es tan sensible como la 

escala de Fine. En cualquier caso, en la mayoría de los estudios ambas escalas 

presentan parámetros de sensibilidad y específicidad que no superan el 80% para 

predicción de mortalidad [150]. 

Posteriormente se desarrollaron otras escalas clínicas que intentaban mantener la 

facilidad de cálculo con un buen poder predictivo. Se podría decir que el mejor de estos 

intentos es la escala española SCAP: a través de 8 variables calculadas en Urgencias 

(pH y presión parcial de oxígeno en gasometría arterial, presión arterial sistólica, 

frecuencia cardiaca, confusión, BUN, edad y extensión radiológica) esta escala estima 

Figura 17: Biomarcadores más 
comunmente utilizados en NAC. 
Adaptado de Sungurlu y col. [150]. 
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qué pacientes desarrollarán una NAC grave (NAC que evoluciona a muerte 

intraingreso, ventilación mecánica y/o shock séptico), con un AUC de 0,92 (superior a 

PSI y CURB65) [154]. Pese a su relativa sencillez y capacidad pronóstica, ha sido poco 

utilizada a nivel internacional. 

Otras escalas probadas y con utilidad relativa han sido la de la BTS, precursora de 

CURB65 (con las variables hipotensión, taquicardia y aumento de BUN) o la escala de 

la IDSA/ATS , más orientada a la clasificación de pacientes subsidiarios de Cuidados 

Intensivos (con las variables necesidad de intubación orotraqueal (IOT), necesidad de 

aminas vasoactivas, taquicardia, PaFiO2 baja, infiltrado multilobar, confusión, BUN 

elevado, leucopenia, trombocitopenia, hipotermia o hipotensión refractaria) [150]. 

Con la mejor comprensión de la fisiopatología de la NAC y la simplificación de los 

procesos de medida en el laboratorio pronto aparecieron estudios donde se 

identificaban moléculas circulantes que se relacionaban con diferentes aspectos de la 

infección. Estas moléculas, algunas incluso determinadas en analíticas rutinarias, 

varían sus niveles en función de la gravedad, de la etiología o del pronóstico de la NAC, 

por lo que muchas de ellas se utilizan comúnmente en la práctica clínica diaria. Estas 

moléculas reciben el nombre de biomarcadores. 

Los biomarcadores más utilizados en la NAC en los últimos años se representan en la 

Figura 18 [155]; muchos de ellos son muy conocidos en la práctica diaria, como la 

proteína C-reactiva (PCR), la procalcitonina (PCT) o la proadrenomedulina (proADM). 

Cabe señalar que algunos biomarcadores de inflamación sistémica [156] (especialmente 

la PCR, los niveles de neutrófilos en sangre y los niveles de interleuquina-6), puedan 

explicar de forma más precisa el exceso de riesgo cardiovascular que se observa en los 

pacientes que han sufrido una neumonía [136,148]. 
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Figura 18: Biomarcadores y su función en el diagnóstico, tratamiento y pronóstico de la NAC. 
Tomado de Sibila y Restrepo [155]. 
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El grupo de investigación del que formo parte lleva años trabajando en la búsqueda de 

nuevos biomarcadores en la NAC, con importantes resultados en el campo del 

pronóstico. De hecho, la presente tesis doctoral podría incluirse en esta área de interés, 

la búsqueda de biomarcadores inflamatorios como predictores de mortalidad y de 

aparición de eventos cardiovasculares en pacientes ingresados por NAC. 

Algunos de los principales resultados del grupo son que el recuento de algunas 

poblaciones leucocitarias circulantes como el porcentaje de neutrófilos (neutrophil 

count percentage, NCP), o el cociente entre neutrófilos y linfocitos 

(neutrophil/lymphocyte ratio, NLR) en la analítica extraída al ingreso pueden servir 

como marcadores de mortalidad a corto, medio y largo plazo (1, 3 y 12 meses 

respectivamente) [157]. 

Más aún, estos mismos marcadores medidos a los 3-5 días desde el ingreso tienen una 

capacidad pronóstica para mortalidad a 30 días (AUC NCP =0,83; AUC NLR= 0,76) 

comparable a marcadores tan contrastados como CURB65 (AUC=0,72) o PCR 

(AUC=0,70) [157]. En este mismo artículo se resumen los trabajos recientes más 

relevantes sobre biomarcadores y capacidad pronóstica, utilizando como comparadores 

el área bajo la curva, y enfrentándolos a PSI y CURB65, lo que aporta un conocimiento 

más completo del tema (Figura 19). 

Figura 19: Relación de estudios sobre biomarcadores y escalas clínicas pronósticas en NAC. 
Procedente de Curbelo y col. [157]. 

Además, recientemente hemos validado el poder pronóstico de NCP y NLR en una 

cohorte retrospectiva diferente, ajustado por edad, sexo, comorbilidades y gravedad de 

la neumonía [114]. 

Por otro lado, el análisis en profundidad de las citoquinas inflamatorias circulantes 

durante la NAC mostró que la IL-6 en ascenso o persistentemente alta entre el ingreso y 
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la evolución precoz (3-5 días desde el ingreso) se asocia con la aparición de eventos 

cardiovasculares mayores (ictus o infarto de miocardio) o muerte a los 30 y 90 días de 

seguimiento tras el alta, y puede ser utilizada como biomarcador. Llamativamente, esta 

asociación se mantiene en el análisis multivariante, independientemente de edad, sexo, 

comorbilidad, gravedad de la neumonía e incluso riesgo cardiovascular basal medido 

por índice SCORE para países de bajo riesgo [158]. 

Como se puede concluir, la búsqueda constante de nuevos biomarcadores en los 

últimos años es debida a que ninguno es perfecto. Se ha tratado de utilizar marcadores 

probados en otras circunstancias con resultados subóptimos, que no ayudan al clínico a 

tomar decisiones terapéuticas diferentes. Los pacientes que son hospitalizados por NAC 

continúan falleciendo más en el siguiente año al ingreso, a pesar de la disponibilidad de 

mejores biomarcadores, esta tendencia no ha disminuido. Cada vez se conoce más de la 

fisiopatología de la neumonía, pero los investigadores se han dirigido mayoritariamente 

a la infeccíon aguda, dejando en un segundo plano la fase de convalecencia. 

Por ello, es necesario el estudio de los mediadores moleculares que condicionan la 

respuesta inflamatoria de la NAC que sean de ayuda para identificar precozmente a los 

pacientes con más riesgo de sufrir complicaciones, es decir, que puedan usarse con 

plenas garantías como biomarcadores de uso clínico. 
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Hipótesis 

La mortalidad durante el episodio de neumonía adquirida en la comunidad (NAC) no 

se ha modificado en las últimas décadas. 

Los pacientes que requieren ser hospitalizados por NAC presentan un incremento de la 

mortalidad esperable al año de seguimiento, en comparación con pacientes similares 

sin neumonía. 

La base fisiopatológica que explicaría la mortalidad durante el episodio de NAC y el 

exceso de mortalidad a largo plazo sería una desregulación en la respuesta inflamatoria. 

Una respuesta inflamatoria mantenida, puede condicionar la aparición de eventos 

cardiovasculares, lo que podría explicar el exceso de mortalidad a largo plazo de los 

pacientes ingresados por un episodio de NAC. 

La expresión de microRNAs durante un episodio de NAC modula la respuesta 

inflamatoria. 

Alteraciones de los niveles de microRNAs circulantes relacionados con una inflamación 

sostenida actúan como mediadores clave de los procesos aterogénicos y se relacionan 

con la evolución en los pacientes con NAC. 

Diferentes patrones de expresión de microRNAs se relacionan con la mortalidad 

durante el episodio de NAC. 

El estudio y caracterización de la expresión de microRNAs durante el proceso agudo de 

presentación de la NAC posibilitará mejorar la estimación pronóstica de los pacientes 

hospitalizados por NAC, y es una vía abierta a la intervención terapéutica preventiva. 
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Objetivos 

Objetivo principal 

Determinar la capacidad como marcadores pronósticos –mortalidad intraingreso, a 30 

días y a un año– de una selección de microRNAs circulantes en pacientes ingresados 

por neumonía adquirida en la comunidad. 

Objetivos secundarios 

• Caracterizar el perfil de expresión de miRNAs circulantes al ingreso en 

pacientes hospitalizados por NAC. 

• Estudiar la asociación de una selección de miRNAs circulantes con el desarrollo 

de ictus o infarto agudo de miocardio durante el primer año tras el ingreso por 

NAC. 

• Relacionar la causa etiológica con un patrón de miRNAs circulantes al ingreso 

en pacientes hospitalizados por NAC. 

• Comparar la capacidad pronóstica de esos miRNAs circulantes con la de escalas 

clínicas pronósticas habituales en NAC, CURB-65 y Pneumonia severity index. 
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Material y métodos 

Diseño del estudio. 

Estudio observacional longitudinal, sobre una cohorte prospectiva de pacientes con 

diagnóstico de Neumonía Adquirida en la Comunidad (NAC), ingresados al menos 24 

horas entre octubre de 2013 y julio de 2015 en el Hospital Universitario de La Princesa, 

hospital terciario de referencia para 300 000 habitantes en el noreste de Madrid. 

Criterios de inclusión y exclusión. 

Se consideraron candidatos para ser incluidos en el estudio a todos aquellos pacientes 

mayores de 18 años diagnosticados de NAC en el servicio de Urgencias, cuyo 

diagnóstico principal al ingreso fuera dicho motivo. Aquellos pacientes cuya gravedad 

preveía su fallecimiento en las primeras 24 horas, fueron desestimados. Los pacientes 

ingresados durante el fin de semana, cuya primera analítica en planta de 

hospitalización fuera 24 horas después de su llegada a Urgencias e inicio del 

tratamiento, también fueron excluidos. Los pacientes con infección VIH no controlada 

o con otra enfermedad crónica inflamatoria activa (por ejemplo, artritis reumatoide, 

lupus eritematoso sistémico, enfermedad inflamatoria intestinal, durante un brote), o 

bien con cualquier causa de inmunodepresión grave conocida (por ejemplo, neoplasias 

hematológicas) no fueron incluidos, al considerar que su estado inmunológico basal 

podría estar alterado. 

Tres pacientes fallecieron en las primeras 72 horas de hospitalización, y fueron 

excluidos del análisis final. 

Definiciones. 

El diagnóstico de NAC se estableció por la presencia de síntomas de infección del tracto 

respiratorio inferior junto a la aparición de un infiltrado nuevo en la radiografía de 

tórax y ausencia de diagnóstico alternativo durante el seguimiento, según definición 

diagnóstica habitual [74]. La decisión de hospitalización fue tomada por personal 

médico de acuerdo a las recomendaciones de las guías ATS/IDSA en vigor en ese 

momento [75]. 

Mortalidad. La clasificación de causas atribuibles de mortalidad se hizo por consenso, 

agrupando las causas posibles en seis tipos principales: (1) Relacionada con el proceso 
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infeccioso agudo, (2) Relacionada con evento cardiovascular, (3) Relacionada con 

neoplasia concomitante, (4) Relacionada con otra comorbilidad previa diferente a las 

señaladas, (5) Accidente o suicidio, (6) Otras causas diferentes a las anteriores. Los 

casos de muerte súbita, teniendo en cuenta que la principal causa estimada es la 

aparición de eventos cardiovasculares mayores (IAM, ictus y TEP principalmente 

[159]), fueron considerados como de etiología cardiovascular. 

Enfermedad cardiovascular. La definición de evento cardiovascular fue la actualmente 

aceptada por la comunidad científica, incluyendo los siguientes diagnósticos: (1) Infarto 

agudo de miocardio, (2) Angina inestable, (3) Descompensación grave (con 

hospitalización) de insuficiencia cardiaca, o primer episodio, (4) Ictus (isquémico o 

hemorrágico), (5) Accidente isquémico transitorio (AIT), (6) Tromboembolismo 

pulmonar (TEP), (7) Trombosis venosa profunda (TVP), (8) Arritmia cardiaca, 

empeoramiento clínico que requiere atención urgente o nueva aparición, (9) Patología 

aórtica aguda (disección, rotura de aneurisma, o necesidad de intervención quirúrgica 

urgente), y (10) Isquemia arterial aguda distal. 

Sin embargo, la definición de evento cardiovascular mayor es más controvertida. Para 

tratar de unificar resultados, múltiples estudios han utilizado variables combinadas que 

incluyen sólo los eventos graves de diagnóstico inequívoco [160]. En nuestro estudio, 

utilizamos la variable combinada MACE (Major Adverse Cardiovascular Events), 

descrita como aparición de ictus isquémico o infarto agudo de miocardio dentro del año 

de seguimiento. Esta definición es similar a la utilizada en otros estudios actuales de 

alto impacto [161,162]. 

Del mismo modo, para calcular el riesgo cardiovascular basal se ha empleado el Índice 

SCORE para países de bajo riesgo, para todos los pacientes menores de 65 años, 

siguiendo la última guía de prevención de Enfermedad Cardiovascular de la Sociedad 

Europea de Cardiología (Guías CVD de la ESC de 2016) [163]. Siguiendo esta misma 

guía, se ha corregido el riesgo estimado según determinados antecedentes de riesgo, 

asignando a los pacientes un riesgo de base "alto" o "muy alto", según correspondía 

(por ejemplo, el antecedente de enfermedad renal crónica identificaba al paciente al 

menos como de "alto riesgo", independientemente del cálculo por edad, tabaquismo y 

factores de riesgo cardiovascular clásicos). Una de las limitaciones del índice SCORE es 

el limitado rango de edad que abarca, poco ajustado a la edad media de nuestra cohorte 

de pacientes con NAC. Por ello, para los pacientes mayores de 65 años se ha utilizado la 

corrección de SCORE para pacientes mayores (SCORE Older People, O.P.), según se 

propone en el artículo de Cooney y col. [164]. 

Comorbilidad y estado basal. Para valorar la carga de comorbilidad existen múltiples 

índices, validados en diferentes cohortes clínicas. En nuestro estudio se ha utilizado el 
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Índice de Comorbilidad de Charslon modificado, según ponderación propuesta por 

Bordón y col., validada en una cohorte de pacientes con NAC en 2010 [165]. La vida 

basal del paciente previa al ingreso se ha calculado según el Índice de Barthel, conocida 

escala de valoración funcional, también validada para pacientes con NAC [166]. 

Muchas de estas definiciones y el compendio de variables utilizadas en este trabajo 

están recogidas en el artículo sobre metodología publicado por nuestro grupo de 

investigación en el año 2014 [167]. 

Variables del estudio 

El factor de estudio, variable independiente principal, lo forman los distintos 

microRNAS que analizamos en este trabajo, y que serán comentados posteriormente. 

Las variables dependientes de respuesta de este estudio son (1) la mortalidad por 

cualquier causa durante los primeros 30 días tras el ingreso por NAC, (2) la mortalidad 

durante el primer año, y (3) la aparición de un evento MACE en ese mismo periodo. 

La lista del resto de variables independientes y/o confusoras es la siguiente: 

(1) Variables sociodemográficas: edad, sexo, raza, lugar de residencia (domicilio en 

institución de cuidados o en propio domicilio). 

(2) Variables clínicas y presencia de comorbilidades: tabaquismo (índice paquete/año 

y situación actual), consumo de alcohol (gramos de alcohol/semana), hipertensión 

arterial (HTA), dislipemia, diabetes mellitus, obesidad (IMC >30 Kg/m2), enfermedad 

arterial periférica (sintomática o asintomática, índice tobillo-brazo > 1,3 o < 0,9), 

enfermedad cerebrovascular previa (ictus establecido o accidente isquémico transitorio 

- AIT), enfermedad renal crónica (estimación del filtrado glomerular < 60 ml/min y/o 

albuminuria >30 mg/g), hepatopatía crónica, enfermedad neoplásica activa (tanto 

hematológica como de órgano sólido), cardiopatía isquémica, tromboembolismo 

pulmonar (TEP) o trombosis venosa profunda (TVP) previos, neumonía previa, 

fibrilación auricular y/o historia de insuficiencia cardiaca. Ingresos previos en UCI. 

Cálculo de la carga de comorbilidad a través del índice de Barthel. Medicación habitual, 

situación vacunal (antecedente de vacunación para el virus de la gripe en el último año 

y/o vacunación para el neumococo en los últimos 10 años). 

(3) Características del proceso infeccioso: índices de gravedad de la NAC, escala 

CURB65, escala CRB65, criterios de gravedad IDSA-ATS y escala PSI, cumplimiento de 
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los criterios de sepsis y/0 shock séptico, presencia de afectación multilobar, derrame 

pleural y/o empiema, antecedente de tratamiento antibiótico previo. 

(4) Parámetros en analítica rutinaria al ingreso: recuento leucocitario, niveles de 

colesterol total, colesterol LDL, colesterol HDL, urea, creatinina, iones. 

(5) Marcadores moleculares experimentales en sangre periférica: procalcitonina (PCT), 

proteína C reactiva (PCR), proadrenomedulina (proADM). 

(6) Resultados microbiológicos: hemocultivos positivos, antigenurias positivas, 

resultados de muestras respiratorias. 

Seguimiento 

Los pacientes fueron invitados a acudir a una visita de seguimiento al mes de la 

finalización del proceso infeccioso, aunque la mayor parte no asistieron, debido a que 

muchos de ellos estaban institucionalizados o tenían problemas de movilidad. La 

situación vital y la aparición de complicaciones cardiovascualres se determinaron a 

partir de los informes médicos generados en el H.U. La Princesa en el año posterior a la 

neumonía, a partir de visitas rutinarias de seguimiento por especialistas de referencia y 

a partir de visitas urgentes. Además, se consultó la historia clínica en Atención Primaria 

a través del sistema de información Horus de la Comunidad de Madrid, previa 

identificación. Los pacientes cuya información clínica era incompleta fueron 

contactados telefónicamente 15 meses después del proceso neumónico, preguntando 

específicamente por la aparición de complicaciones cardiovasculares. Dos pacientes no 

pudieron ser contactados telefónicamente ni se consiguió información suficiente a 

través de la historia clínica hospitalaria; se determinó que habían fallecido después del 

ingreso, a partir de información suministrada por el Instituto Nacional de Estadística. 

Recogida y procesamiento de muestras de sangre 

De todos los pacientes incluidos en el estudio, se extrajo una muestra de sangre en las 

primeras 24 horas de ingreso. 

Posteriormente se llevó a cabo un procesamiento inicial, separando plasma, suero y 

sangre total, ésta última utilizada para el análisis de las subpoblaciones linfocitarias. Al 

menos se conservaron 2 ml. de plasma y 2 ml. de suero de ambas determinaciones de 

todos los pacientes, alicuotadas en viales de 500 μL cada uno. Todas las muestras se 

registraron en el Biobanco del H.U. de La Princesa y fueron congeladas a -80ºC. 
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Flujo experimental 

Diagrama 1: Flujo experimental 

MEDIDA DE microRNAs 

Elección del tipo de muestra biológica 

Como se ha comentado en la introducción, los miRNAs pueden ser liberados al torrente 

sanguíneo libres asociados a ribonucleoproteínas o dentro de vesículas extracelulares, 

como por ejemplo exosomas. Sin embargo, aún se debate si las vesículas extracelulares 

contienen cantidades biológicamente significativas de miRNAs, y si son fuentes 

mejores para determinar biomarcadores que el plasma completo [168]. Un interesante 

artículo de Chevillet y col. demostró mediante un análisis estequiométrico que la 

mayoría de los exosomas individuales no tienen un número biológicamente 
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significativo de miRNAs, y por lo tanto, es poco probable que funcionen como vehículos 

para la comunicación célula a célula basada en miRNAs [169]. Otro trabajo del mismo 

grupo demostró que la mayoría de miRNAs circulantes son transportados por 

complejos de proteínas en lugar de por vesículas, y que los complejos circulantes de 

Ago2 son el mecanismo más importante de estabilidad de los miRNAs plasmáticos [41]. 

Además, aunque el diagnóstico mediante miRNAs con subcomponentes sanguíneos 

(por ejemplo, vesículas extracelulares) tiene gran potencial futuro, actualmente el 

conocimiento sobre la cantidad de miRNAs en vesículas es limitado y las demandas 

técnicas de aislar los miRNAs transmitidos por vesículas complicarían la implantación 

de este método en la atención clínica rutinaria [170] . 

Por otro lado, quedaba la duda de utilizar suero o plasma. En este sentido, algunos 

estudios comparativos en pacientes sanos recomiendan la utilización de plasma como 

tipo de muestra a elegir para medir miRNAs circulantes, debido a que se ha visto que se 

libera RNA durante la formación del coágulo al obtener el suero, lo que podría cambiar 

el repertorio de miRNAs circulantes reales [171]. Además, muchos de los trabajos más 

recientes sobre miRNAs en sepsis han usado plasma para su determinación [172,173]. 

Por tanto, para este trabajo se eligió plasma completo como muestra biológica a partir 

de la cual determinar miRNAs. 

Extracción de RNA 

Existen diferente métodos de extracción de RNA de pequeño tamaño, aunque cada 

método presenta ventajas e inconvenientes[174]. En nuestro caso, se utilizó el sistema 

de extracción con columnas semipermeables comercializado por Exiqon (miRCURY™ 

RNA Isolation Kits-Biofluids), siguiendo la recomendación de colaboradores de nuestro 

instituto de investigación (IIS-IP), con amplia experiencia en el uso de microRNAs en 

enfermedades autoinmunes [175]. Este sistema presentaba la ventaja de haber sido 

ampliamente utilizado con éxito por otros investigadores [176], y de tener una mayor 

sensibilidad en plasma, al detectar controles exógenos de extracción (spike-in) a 

menores ciclos de retrotranscripción respecto a otros kits comerciales [177]. 

De forma resumida, se usaron 250 µl. de plasma congelado y se depositaron en una 

columna con una membrana semipermeable; la adición de determinadas sustancias 

químicas y su posterior centrifugación conseguía ir decantando partes de la muestra 

indeseadas (proteínas, DNA y RNA no micro), dejando los RNAs de pequeño tamaño 

adheridos a la membrana. En el último paso, se eluyó el producto final con 80 µl. agua 
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destilada libre de RNAsas, consiguiendo superar la membrana, recogiendo el total de 

RNA de pequeño tamaño en un tubo tipo eppendorf limpio final. 

Retrotranscripción y amplificación a cDNA 

Para el proceso de amplificación y retrotranscripción (RT) a complementary DNA 

(cDNA) se utiliza el kit comercial de Exiqon miRCURY RT kit. Tras diferentes pruebas 

preliminares, se decidió llevar a cabo la reacción a partir de 4 µl. de la muestra de RNA 

previamente extraída (in-put) por cada 10 µl. totales. Durante este proceso se añadió el 

spike-in UniSp6; se descartó añadir cel-miR-39-3, sí recomendado por el fabricante, al 

constatar en las pruebas iniciales la baja variabilidad en los niveles de UniSp6 entre 

diferentes tandas de retrotranscripción, y su buena capacidad discriminadora como 

control único de RT. Tras la amplificación, el cDNA resultante fue disuelto en 

proporción 1:40 en agua destilada libre de RNAsas. 

Determinación de la expresión de miRNAs mediante rt-PCR 

Una vez obtenida la colección de cDNA procedente de los RNAs de pequeño tamaño de 

cada paciente, se procedió a determinar la expresión de miRNAs seleccionados 

mediante reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real (rt-PCR). Esta técnica se 

basa en un termociclador acoplado a un espectrofluorómetro en el que utilizando un 

agente intercalante fluorescente de hibridación bicatenaria (SYBR®Green) cuya 

fluorescencia, que aumenta proporcionalmente con el aumento en la cantidad de DNA, 

nos permite cuantificar en tiempo real el número de copias generadas en cada ciclo de 

amplificación. Para este proyecto utilizamos el aparato CFX384 Touch™ Real-Time 

PCR Detection System de Bio-Rad (Roche), disponible en el Instituto de Investigación 

Sanitaria del H.U. de La Princesa. 

El aumento de la fluorescencia que sobrepasa la fluorescencia basal (umbral o 

threshold) se considera como el punto en el cual la reacción de amplificación da 

comienzo, y se puede calcular por la representación de la curva de fluorescencia. Las 

muestras con mayor concentración inicial de sustrato muestran un ciclo umbral más 

precoz, esto es un cycle threshold (Ct) más bajo; en cambio las muestras con menor 

concentración tienen un Ct mayor. 

Dado que la consecución de un ciclo de retrontranscipción se corresponde con una 

duplicación del material genético, la diferencia entre ciclos en Cts se representa en una 
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escala exponencial en cuanto a concentración inicial. Por tanto, inicialmente se 

determinston los Cts de los miRNAs seleccionados de todos los pacientes, siendo 

necesaria después una transformación lineal de los datos para facilitar su posterior 

normalización y análisis estadístico. 

Los datos crudos de Cts son importantes, puesto que parte de los controles de calidad 

(tal como se recoge en el apartado próximo) se llevaron a cabo con estos resultados. 

Además, siguiendo las recomendaciones vigentes respecto a la calidad mínima de los 

datos [178], se han incluido los valores crudos de Cts de cada miRNA testado en este 

proyecto en un repositorio de acceso libre. 

Transformación lineal y determinación de cantidades relativas de miRNAS 

La cantidad relativa de cada miRNA se estableció mediante el diferencial de Cts entre el 

punto umbral del miRNA y el punto umbral de UniSp2 para esa muestra[179]. Así, el 

término matemático utilizado fue: 

∆Ct = CtmiRNA - CtUniSp2 

Partiendo de ese cálculo, la fórmula de transformación lineal utilizada, según la 

derivada de 2 -∆∆Ct propuesta por Livak y col. [180], y teniendo en cuenta una eficiencia 

de la reacción del 100%, fue: 

2 -∆Ct 

Una vez llevada a cabo la transformación lineal, los valores resultantes representan el 

número de veces que la cantidad relativa de cada miRNA se duplicó respectó a UniSp2; 

en inglés, fold changes (FC). Esta forma de exposición de resultados es habitual en 

trabajos con miRNAs circulantes [181]. 

Control de calidad 

Todas las muestras fueron sometidas a varios controles de calidad. 

El primer control, durante la selección de las alícuotas de plasma, fue excluir aquellas 

con hemólisis evidente (hemólisis ligera o mayor, según escala visual). Esta 

consideración es debida a la alta concentración de algunos miRNAs (miR-16 y miR-451) 

dentro de los glóbulos rojos, lo que puede condicionar la correcta medida de la 

concentración de miRNAs circulantes [182]. 
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No hemólisis 

Hemólisis insignificante 

Hemólisis ligera Figura 20: Grado de 
hemólisis según 

Hemólisis moderada espectofotometría. 

Hemólisis grave Adaptado de Lippi [183] 

En todas las demás, se procedió a comprobación mediante espectrofotometría con 

NanoDrop® (Figura 20); aquellas que presentaban un pico de longitud de onda en 414 

nm, característico de hemólisis, fueron excluidas. 

El segundo control se llevó a cabo mediante realización de placas de control de calidad, 

también de la empresa Exiqon (miRCURY LNA Universal microRNA PCR, 32 Ready-

to-use microRNA QC PCR Panels, supplied in one 384-well plate, referencia 203891), 

en la que mediante placas precargadas se evaluaban distintos miRNAs endógenos y 

sintéticos, añadidos durante el proceso de extracción y amplificación a cDNA. 

Figura 21: Configuración de la placa de control de calidad. 
Procedente del manual de usuario del kit de QC utilizado [183]. 

De forma resumida, el miR-103, el miR-191, y el miR-30c son miRNAs relativamente 

estables en todas las muestras de plasma evaluadas, y el ciclo umbral (Ct) donde se 

observan se encuentra entre el 25 y el 30 en la población general; el miR-124 no se 

expresa en plasma (sí en suero), por lo que constituye un control negativo del 

experimento; el miR-451 es muy abundante dentro de los hematíes mientras que el 

miR-23a no lo es en absoluto, por lo que su diferencial se usa para determinar la 

presencia de hemólisis inadvertida respecto a técnicas previamente aplicadas [184]. 

Respecto a los UniSps, son miRNAs exógenos añadidos en diferentes momentos de la 

purificación y medida del RNA, que sirven para valorar la calidad de cada proceso por 

separado. En este sentido UniSp2, UniSp4 y UniSp5 son añadidos durante la 

extracción, y su diferencia de concentración es de 100 veces entre cada uno de ellos, de 

forma que UniSp2 es el más abundante y se espera que su Ct se encuentre en torno a 
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20, UniSp4 tenga un Ct en torno a 26 y UniSp5 tenga un Ct en torno a 32; UniSp6 y cel-

miR-39-3p son añadidos durante la retrotranscripción a cDNA y su Ct esperado se 

encuentra en torno a 20-22; UniSp3 se encuentra directamente hibridado en la placa, 

se espera que su Ct sea de 20, y es marcador del proceso de RT-PCR de la propia placa 

de QC en sí misma [183]. 

Para evitar cualquier sesgo en el análisis de calidad se solicitó colaboración para 

analizar las placas de QC en un centro externo, la Unidad de Genómica de la Fundación 

Parque Científico de Madrid, en Cantoblanco. La responsable de este proceso fue la 

Dra. Isabel Lavera, y el trabajo de laboratorio tuvo lugar en marzo de 2018. Recibidos 

los resultados de este control de calidad, se procedió al control de la validez de las 

muestras. 

Primeramente, y de acuerdo con las recomendaciones del manual del usuario de 

Exiqon [183] se excluyeron aquellas muestras con indicios de hemólisis, esto es, 

aquellos cuya diferencia entre miR-23a y el miR-451 superaba los 7 ciclos. 

A continuación se valoraron las diferencias de Cts de los spike-in entre muestras: 

aquellas muestras cuyo Ct de UniSp2 fuera 2,5 ciclos por encima o 2,5 ciclos por debajo 

de la mediana del conjunto de la muestra fueron excluidas; también fueron excluidas 

aquellas muestras cuyo valor Ct para UniSp4 fuera 2,5 ciclos por encima o 2,5 ciclos por 

debajo de la mediana del conjunto. Respecto a UniSp5, y dada su mayor dificultad de 

determinación en plasma, se decidió poner el límite en 2 desviaciones estándar 

(correspondiente a 38,86 Ct): aquellas muestras cuyo valor de Ct estaba por encima de 

este punto, fueron también excluidas. 

Posteriormente se analizaron las diferencias entre spikes de extracción intramuestra; 

siguiendo el manual, aquellas muestras cuyos diferenciales (UniSp4 - UniSp2) y 

(UniSp5 - UniSp4) fueron mayores de 7 ciclos o menores de 5 ciclos, fueron excluidos. 

Finalmente se comprobó que la homogeneidad de la RT mediante la medida de UniSp6 

entre muestras, excluyendo aquellas muestras por encima de 2,5 Cts o por debajo de 

2,5 Cts de la mediana del conjunto. 

El resultado de este control de calidad fue la exclusión de 36 pacientes con muestras de 

calidad insuficiente. 

A continuación se detalla pormenorizadamente el número de muestras excluidas según 

criterio de calidad (Tabla 1). 
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Tabla 1: Muestras excluidas según criterios de calidad 

Proceso analizado Criterio 

Muestras 

que no lo 

superan 

Restantes 

Hemólisis (miR-451 - miR-23a) > 7 Cts 6 147 

Extracción del RNA: diferencias 

entre muestras 

UniSp2 < 2,5 Cts o > 2,5 Cts 

respecto a la mediana 
14 133 

Extracción del RNA: diferencias 

entre muestras 

UniSp4 < 2,5 Cts o > 2,5 Cts 

respecto a la mediana 
2 131 

Extracción del RNA: diferencias 

entre muestras 

UniSp5 > 38,86 Cts (2 DE) o 

no detectable 
8 123 

Extracción del RNA: diferencias 

dentro de cada muestra 

Resta (UniSp4 - UniSp2) 

> 7 Cts o < 5 Cts. 
5 118 

Extracción del RNA: diferencias 

dentro de cada muestra 

Resta (UniSp5 - UniSp4) 

> 10 Cts o < 5 Cts. 
1 117 

RT a cDNA: diferencias entre 

muestras 

UniSp6 < 2,5 Cts o > 2,5 Cts 

respecto a la mediana 
0 117 

Para resumir, en la página siguiente se muestra un diagrama completo de los procesos 

de recolección de la muestra, extracción de RNA, retrotranscripción a cDNA, controles 

de calidad y selección de muestras óptimas, para finalmente proceder a la 

determinación de miRNAs mediante rt-PCR. 

ELECCIÓN DE miRNAs CANDIDATOS y NORMALIZACIÓN 

Una vez optimizado el proceso de extracción de RNA y de determinación de miRNAs, y 

tras pasar todos los controles de calidad, estuvo todo dispuesto para la elección de 

miRNAs candidatos. De forma resumida, la estrategia seguida fue: 

- Primero llevar a cabo un estudio exploratorio con pocos pacientes y un gran número 

de miRNAs, mediante microarrays. 

- Estudio final con toda la cohorte de pacientes y unos pocos miRNAs candidatos 

potencialmente útiles, bien por criterios estadísticos (a partir del estudio exploratorio), 

bien por criterios científicos. 
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Diagrama 2: Flujo de procesamiento de los miRNAs, incluyendo recolección de la muestra, 
extracción de RNA, retrotranscripción a cDNA, controles de calidad y seleccion de muestras 
óptimas 
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Normalización 

Uno de los problemas para la medida de los microRNAs es su pequeño tamaño y su 

bajísima concentración relativa: los miRNA circulantes totales se encuentran en el 

rango femtomolar, y el plasma, el suero y otros biofluidos contienen solo unos pocos 

nanogramos por microgramo de RNA, lo que no permite establecer la cantidad inicial 

total de microRNA en la muestra [177]. Por tanto, las técnicas de control de calidad 

habituales en la extracción de RNA, como la electroforesis capilar, la fluorometría y la 

espectrometría son inútiles. Además, se sabe que no todos los miRNAs detectados en 

biofluidos son miRNAs circulantes, dado que procesos como la hemólisis pueden 

contaminar la muestra [185]. Por último, existen inhibidores de la trancriptasa interna 

y enzimas ribonucleasas –RNAsas– que pueden permanecer en la muestra pese a los 

procesos de exclusión durante la extracción, y que pueden alterar la concentración 

original en miRNAs de la muestra [177,186]. 

Por ello, dada la imposibilidad de conocer la concentración inicial de miRNAs por 

muestra, las cantidades de entrada se estandarizan según el volumen inicial en lugar de 

la cantidad. Para ello, se comienza con el mismo volumen de biofluido en cada paso, 

utilizando el mismo volumen de RNA purificado para todas las muestras [187]. 

Además, es imprescindible aplicar un sistema de corrección para equiparar los 

resultados entre las diferentes muestras. Este sistema de corrección se denomina 

normalización, y existen muchos métodos válidos y reconocidos para llevarlo a cabo, 

aunque ninguno se ha constituido como gold standard [188] (Figura 22). 

Figura 22: Diferentes modelos de normalización según Schwarzenbach y col. [189] 
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Tal y como recomienda la literatura actual, para el estudio exploratorio con unos pocos 

pacientes y un gran número de miRNAs candidatos el método utilizado ha sido el de la 

Global Mean modificado. Este método, descrito por D’haene y col. [189], consiste en 

tres pasos sucesivos: 

(1) descartar para el análisis posterior todos los valores de Ct por encima de un cierto 

umbral, por considerarlos "ruido", 

(2) linealizar en ese momento las cantidades relativas (Relative Quantities, RQs) según 

- Ct miRNA individual una escala logarítmica en base 2, esto es 2 , 

(3) calcular un factor de normalización específico de muestra (Normalization Factor, 

NF), como la media geométrica de todos los RQs de todos los miRNAs de cada muestra 

individual, 

(4) convertir los RQs en RQ normalizados (NRQs) dividiendo los RQs por cada NF 

específico de muestra. 

En nuestro caso, consideramos por encima de umbral a aquellos Cts de miRNAs por 

encima del promedio del spike-in menos abundante, el UniSp5, con un valor en torno a 

38 ciclos, y la linealización a RQ tuvo en cuenta el spike-in exógeno UniSp2, de forma 

que: RQ = 2 – (Ct miRNA - Ct UniSp2) 

Todo este proceso se facilitó mucho al estar implementado dentro del software 

específico para análisis de RT-PCR, Biogazelle’s qbase PLUS software, versión 2.0, 

disponible en nuestro laboratorio. 

Una vez llevada a cabo la normalización, fueron los NQRs obtenidos mediante este 

proceso (GM modificada) los utilizados para llevar a cabo la comparación estadística 

preliminar con 8 muestras de pacientes, descrita en el siguiente apartado. 

No obstante, la estrategia de normalización mediante GM no era la más conveniente 

para el análisis final de miRNAs, puesto que en este caso contábamos con 117 pacientes 

y una estimación logística de poder probar no más de 25 miRNAs como biomarcadores. 

Por tanto, se hacía necesario la utilización de otra de las grandes estrategias de 

normalización descrita en la literatura, la de ajuste por Targets of References (TOR). 
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El modelo utilizado esta vez fue una versión modificada de lo propuesto por Marabita y 

col. [179]. Según estos autores, la mejor forma de normalizar es calcular un NF a partir 

de la media geométrica de un subgrupo de miRNAs endógenos que hayan demostrado 

especial estabilidad entre las diferentes muestras. 

Para poder elegir estos miRNAs, se han desarrollado diferentes algoritmos 

implementados en aplicaciones informáticas, siendo probablemente los más conocidos 

geNorm [190] y Normfinder [191]; de hecho, GeNorm está actualmente incluido dentro 

del software qbase plus, antes mencionado. 

GeNorm es un algoritmo que identifica los miRNAs de referencia más estables de una 

lista de candidatos cuantificados en un grupo de muestras mediante el cálculo del 

promedio de la comparación dos a dos de las desviaciones estándar de los RQs de los 

miRNAs entre muestras; a este promedio se le denomina puntuación de estabilidad 

(M), y cuanto más alto (más promedio de desviaciones), menos estable se considera el 

candidato. El algoritmo actúa eliminando el miRNA candidato con puntuación más 

alta, y repitiendo el proceso con el resto de candidatos, de forma que al final se obtiene 

un par de candidatos considerados como los más estables (o un grupo reducido de los 

mismos si el proceso no se agota). 

Normfinder es un modelo basado en la variabilidad inter-miRNA y también 

intermuestra, sobre las varianzas de los RQs linealizados, que de forma combinada 

proporciona un valor de estabilidad (que representa la medida del error sistemático del 

miRNA candidato). 

Otra medida posible de estabilidad es simplemente el cálculo de los coeficientes de 

variación (CVs) de cada miRNA, dividiendo desviación estándar de todos los RQs ya 

linealizados de un miRNA, entre su media aritmética en toda la muestra; de esta forma, 

cuanto menor sea su CV, mayor será su estabilidad. 

Conociendo estos valores de estabilidad de cada método, Marabita propone que los 

mejores miRNAs para utilizar como TOR serían aquellos con promedio ponderado 

(summarized stability score, SSS) más bajo, más estables. Así, proponen esta fórmula: 

Basados en esta aproximación, y tras calcular los valores M por estos 3 métodos, 

nuestra propuesta de TOR fue encontrar un pequeño grupo de miRNAs que funcionara 

tan bien como la GM modificada para la primera prueba exploratoria con los 
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microarrays, y que además pudiera determinarse sin contratiempos en el conjunto de 

muestras de la cohorte total de pacientes. Esto significaba que el NF obtenido de la GM 

modificada debería ser equiparable al NF obtenido a partir de la selección de TOR. 

Tras múltiples pruebas, se seleccionaron 4 candidatos: miR-23b-3p (muy estable según 

geNorm y Normfinder), mir-23a-3p (muy estable según geNorm), miR-25-3p (estable 

según geNorm y método CV) y miR-103-3p (estable según geNorm y Normfinder). 

Tras ello, se confrontaron los NF 

de cada muestra según 

resultados de la Global Mean 

con la media geométrica de los 

RQs de los TOR seleccionados 

como estables, encontrando un 

buen índice de correlación R, 

mayor de 0,9 (Gráfico 1). 

Gráfico 1: correlación del factor de normalización según 

Confrontados esos NF de 4 TOR 
media geométrica de los 4 miRNAs seleccionados respecto 
al factor de normalización obtenido por Global Mean 

con los NF calculados según 

mejor aproximación de 

algoritmo geNorm, la correlación 

fue realmente buena, R > 0,99 

(Gráfico 2). 

Por tanto, se asumieron como 

estables estos miRNAs, para ser 

determinados en el conjunto de 

la muestra, no para ser probados 

como biomarcadores, sino con el 

objetivo exclusivo de ser Gráfico 2: correlación del factor de normalización según 
media geométrica de los 4 miRNAs seleccionados respecto 

utilizados como normalizadores al factor de normalización obtenido según algoritmo 
GeNorm 

endógenos en el análisis final. 

Además, se incluyó un 5º candidato, el miR25-3p (muy estable según NormFinder), 

que finalmente no pudo ser utilizado en la normalización sobre la gran cohorte al no 

expresarse en un gran número de muestras de pacientes. 
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A continuación se muestra el diagrama 3, donde se resume del proceso global de 

normalización. 
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Diagrama 3: Resumen del proceso de normalización. En verde, cada uno de los procesos llevados a cabo 
y subtotales de pacientes no excluidos. En salmón, aplicación de algoritmos de normalización. En 
amarillo, cálculo del factor de normalización según global mean. 
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Elección de miRNAs candidatos 

Aparte de los seleccionados como normalizadores, la elección de miRNAs candidatos 

finales vino motivada por criterios científicos y estadísticos. 

Determinación de miRNAs con capacidad descriminativa en el análisis 

preliminar: búsqueda no condicionada 

El número de miRNAs circulantes identificados en humanos se ha ido incrementando 

en los últimos años: según trabajos recientes, se han detectado de forma estable más de 

500 tipos diferentes, con más de 100 moléculas consideradas como buenas candidatas 

para ser usadas como biomarcadores, por su escasa variación entre medidas y por su 

estabilidad [192]. 

Por ello, nos pareció conveniente hacer una primera búsqueda de candidatos mediante 

placas presembradas con un gran número de primers, en una pequeña muestra 

representativa de toda nuestra cohorte. Para ello, utilizamos las placas de array de 384 

pocillos de la marca Exiqon, miRCURY LNA™ Universal RT microRNA PCR, Ready-

to-Use Human Panel I V4 y Panel II V4, capaces de testar hasta 712 miRNAs 

endógenos diferentes, más varios miRNAs exógenos (spike-in y otros) con el objetivo 

de poder llevar a cabo su propio control de calidad y normalización posterior. 

Las muestras elegidas para esta prueba fueron 8, categorizadas por edad, sexo y 

gravedad de la NAC medida por CURB65, incluyendo 4 muestras de pacientes con 

aparición de las variables desenlace durante el seguimiento (2 fallecidos, 1 ictus y 1 

IAM), y 4 muestras de pacientes que no tuvieron eventos durante el seguimiento. 

Una vez elegidas las muestras, se compararon las principales variables clínicas y 

desenlace con las del resto de la muestra, no hallando diferencias estadísticamente 

significativas. 

De los 712 miRNAs probados, solo 156 miRNAs fueron detectados con Cts <40 en las 8 

muestras analizadas. Las 2 placas de microarrays contenían primers para UniSp2, por 

lo que se hizo una media geométrica de sus ciclos, utilizando ese valor para linealizar 

los resultados según fórmula 2 -∆Ct anteriormente descrita. 

Los resultados de esos 156 miRNAs ya linealizados fueron normalizados según el 

método de la Global Mean (explicado anteriormente), más adecuado para situaciones 

en las que se miden un gran número miRNAs en pocos sujetos de estudio (proyectos 

preliminares con microarrays, como éste). Además, se normalizaron de forma 

complementaria con 4 Targets of Referenec (TOR), propuestos como estables a partir 

de varios algoritmos, y futuros candidatos a normalizadores para la cohorte completa. 
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Los resultados normalizados de esos miRNAs fueron comparados, confrontando 

aquellas muestras de pacientes con eventos durante el seguimiento con muestras de 

pacientes sin eventos (4 vs. 4). Las cantidades relativas de miRNAs hsa-miR-141-3p, 

hsa-miR-107, hsa-miR-17-5p, hsa-miR-874-3p y hsa-miR-1471 en plasma 

–normalizados según ambas estrategias (GM y 4 TOR)– resultaron ser 

estadísticamente diferentes entre ambos grupos (prueba de la T de Student). 

Estos 5 miRNAs obtenidos de este primer análisis estadístico fueron los seleccionados 

para el análisis final con el total de la muestra. 

Búsqueda en la literatura de miRNAs relacionados con infección y 

complicaciones cardiovasculares: búsqueda condicionada 

Se llevó a cabo una búsqueda sistemática de toda la literatura relacionada a fecha 1 de 

enero de 2018, a través del buscador científico pubmed, dependiente del NCBI 

(National Center for Biotechnology Information) estadounidense. 

Las palabras clave fueron miRNA y enfermedad cardiovascular, junto con los términos 

infección, neumonía, sepsis e inflamación. Dado que el proyecto es clínico, se decidió 

añadir el filtro de estudios en humanos; de todos los artículos hallados, se descartaron 

aquellos que no tenían una versión completa en inglés. También se descartaron 

artículos sobre protocolos y revisiones. 

Por tanto, la búsqueda bajo estas condiciones fue la siguiente: 

mirna [MESH] AND cardiovascular disease [MESH] AND inflammation 

[MESH] AND "humans"[MeSH Terms] AND English[lang]) 

mirna [MESH] AND cardiovascular disease [MESH] AND infection [MeSH 

Terms] AND "humans"[MeSH Terms] AND English[lang]) 

mirna [MESH] AND cardiovascular disease [MESH] AND sepsis [MESH] AND 

"humans"[MeSH Terms] AND English[lang] 

mirna [MESH] AND cardiovascular disease [MESH] AND pneumonia [MESH] 

AND "humans"[MeSH Terms] AND English[lang] 

Además, solo los estudios sobre plasma/suero o sobre cultivos leucocitarios fueron 

analizados. Los miRNAs que demostraban una asociación entre enfermedad 

cardiovascular (de cualquier tipo) e infección/inflamación/sepsis/neumonía fueron 

seleccionados como posibles candidatos. 
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A continuación (Tabla 2), se muestra un resumen con los resultados de las búsquedas: 
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* continúa en las página siguientes 
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Publicaciones 

encontradas y 

miRNAs con 

resultados 

significativos 

PLoS One. 2016 Jun 3;11(6):e0157085. 

Int J Mol Sci. 2016 Mar; 17(3): 305. 

Med Hypotheses. 2016 Mar;88:57-9. 

Int J Mol Sci. 2016 Jan 12;17(1). 

Cell Death Dis. 2015 Dec 31;6:e2033. 

Mol Med Rep. 2016 Feb;13(2):1618-26. 

Cardiovasc Res. 2016 Feb 1;109(2):228-39 

Med Sci Monit. 2015 Nov 14;21:3505-13. 

J Am Coll Cardiol. 2015 Nov 17;66(20):2214-2226. 

Cell Physiol Biochem. 2015;36(4):1371-81. 

Am J Physiol Heart Circ Physiol. 2015 Sep;309(5). 

J Cell Mol Med. 2015 Sep;19(9):2202-14. 

Basic Res Cardiol. 2015 May;110(3):32. 

Int J Mol Sci. 2015 Apr 2;16(4):7413-27 

Biomed Res Int. 2015;2015:846501 

J Am Soc Nephrol. 2015 Nov;26(11):2860-70 

FASEB J. 2015 May;29(5):1859-68. 

J Biol Chem. 2015 Feb 27;290(9):5328-40. 

Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2015 Jan;35(1):7-8 

Nat Commun. 2014 Oct 31;5:5214. 

Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2015 Jan;35(1):87-101. 

J Clin Neurosci. 2015 Feb;22(2):291-5. 

Liver Int. 2015 Apr;35(4):1172-84. 

Thromb Haemost. 2014 Oct;112(4):781-8. 

J Am Soc Nephrol. 2014 Dec;25(12):2717-29. 

PLoS One. 2014 Apr 14;9(4):e94997. 

Expert Rev Cardiovasc Ther. 2014 Mar;12(3):311-21. 

Atherosclerosis. 2014 Apr;233(2):349-56. 

Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2014 Apr;34(4):759-67 

Nat Commun. 2013;4:3000. 

Circ Res. 2014 Jan 3;114(1):32-40. 

Circulation. 2013 Sep 24;128(13):1420-32. 

miR-27 

miR-164a, 335 

PROTOCOLO 

MIRNAs en TEJIDO 

miR-199a 

MODELO ANIMAL 

MIRNAs en TEJIDO 

MIRNAs en TEJIDO 

MIRNAs en TEJIDO 

miR-155 

miR-126 

miR-222 

MIRNAs en TEJIDO 

miR-21 

MIRNAs en TEJIDO 

miR-634 

MIRNAs en TEJIDO 

miR-147 

EDITORIAL 

miR-24 

miR-382-5p 

miR-124, 9 

miR-122 

miR-146a 

MIRNAs en TEJIDO 

miR-144-3p 

REVISIÓN 

miR-15a 

MODELO ANIMAL 

MODELO ANIMAL 

miR-181b 

MODELO ANIMAL 
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Publicaciones 

encontradas y 

miRNAs con 

resultados 

significativos 

Pharmacol Res. 2013 Jun;72:69-82. 

Curr Opin Lipidol. 2013 Apr;24(2):187-8. 

Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2013 Feb;33(2):168-9. 

PLoS One. 2012;7(11):e46551. 

Mech Ageing Dev. 2012 Nov-Dec;133(11-12):675-85. 

Clin Dev Immunol. 2012;2012:567586 

Age (Dordr). 2013 Aug;35(4):1157-72. 

J Clin Invest. 2012 Jun;122(6):1973-90 

Thromb Haemost. 2012 Apr;107(4):619-25. 

Sci Transl Med. 2012 Feb 22;4(122):122ra22. 

Aging (Albany NY). 2011 Dec;3(12):1178-91. 

Dis Markers. 2011;31(5):259-65. 

Cell Mol Immunol. 2011 Nov;8(6):486-95. 

Front Biosci (Landmark Ed). 2011 Jun 1;16:3133-45. 

Atherosclerosis. 2011 Apr;215(2):286-93. 

Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2010 Aug;30(8):1500-1 

Proc Natl Acad Sci U S A. 2010 Jul 27;107(30):13450-5. 

Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2010 Aug;30(8):1562-8. 

Immunol Cell Biol. 2010 Jul;88(5):555-64. 

miR-21, 181b, 663, 
30c2,155, 34a 

EDITORIAL 

EDITORIAL 

miR-155 

miR-21 

miR-34b/c 

miR-146a 

miR-181b 

MIRNAs en TEJIDO 

MIRNAs en TEJIDO 

ANALISIS INFORMÁTICO 

MIRNAs en TEJIDO 

miR-155, 21, 146a 

ANALISIS INFORMÁTICO 

MODELO ANIMAL 

EDITORIAL 

MODELO ANIMAL 

MIRNAs en TEJIDO 

miR-146a 

Tabla 2: Compendio de referencias bibliográficas sobre miRNAS y enfermedad cardiovascular, sepsis 
y/o neumonía 

Finalmente, 25 miRNAs candidatos fueron los seleccionados para el análisis final: 

- 5 destinados a ser utilizados como normalizadores. 

- 5 seleccionados por criterios estadísticos, a partir del estudio exploratorio con 

microrarrays. 

- 15 seleccionados a partir de una búsqueda bibliográfica exhaustiva sobre miRNAs, 

sepsis, inflamación y/o enfermedad cardiovascular, primando aquellos que aparecían 

en un mayor número de publicaciones o en revistas de más alto impacto. 
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A continuación, se muestra una tabla resumen (Tabla 3), de este proceso de selección 

de candidatos. 

Tabla 3: Selección de miRNAs candidatos 

Abordaje no condicionado Criterio utilizado 

hsa-miR-141-3p 

Estadísticamente significativos tras aplicación de dos 
métodos preliminares de normalización (método de la 
Global Mean y Genorm con 4 mejor TOR) 

hsa-miR-107 

hsa-miR-17-5p 

hsa-miR-874-3p 

hsa-miR-1471 

Abordaje condicionado Criterios utilizados 

hsa-miR-21 

miRNAs descritos en 2 o más artículos sobre 
inflamación y eventos cardiovasculares 

hsa-miR-155 

hsa-miR-146a 

hsa-miR-181b 

hsa-miR-144-3p Citado pubmed y significativo tras normalización GN 

hsa-miR-483-5p 

miRNAs descritos en 2 o más artículos sobre sepsis y 
mortalidad 

hsa-miR-451a 

hsa-miR-16-5p 

hsa-miR-486-p 

hsa-miR-10b-5p miRNA relacionado con riesgo cardiovascular 

hsa-miR-20a 

miRNAs citados en algún artículo como biomarcador 
y/o sepsis y/o infección, unido a relativa abundancia 
en plasma 

hsa-miR-27a-5p 

hsa-miR-34a-3p 

hsa-miR-125b 

hsa-miR-106b-5p 

Normalizadores propuestos Criterio 

hsa-miR-421 GeNorm (3º) + Coeficiente de Variación (1º) 

hsa-miR-103a-3p GeNorm (9º) + NormFinder (6º) 

hsa-miR-23b-3p GeNorm selección (1º) + NormFinder (9º) 

hsa-miR-23a-3p GeNorm selección (2º) 

hsa-miR-25-3p NormFinder (1º) 

Análisis estadístico 

Para el análisis descriptivo de la cohorte de pacientes con NAC se calcularon media y 

desviación estándar (DE) para las variables cuantitativas homocedásticas, y mediana y 
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rango intercuartílico para las variables cuantitativas heterocedásticas; la exploración de 

la normalidad se realizaó con la prueba de Kolmogorov-Smirnov, y el análisis de 

homocedasticidad de las muestras se llevó a cabo mediante el test de Levene. En el caso 

de las variables cualitativas se calculó proporción y n. 

El análisis de la asociación de las distintas variables independientes cuantitativas con la 

incidencia acumulada de las variables dependiente principales se llevó a cabo mediante 

la prueba de la t de Student para varianzas iguales o desiguales, según fuera necesario, 

y para variables cualitativas el test de χ2 o el test exacto de Fisher. Para el análisis de 

correlación de los miRNAs candidatos se utilizó el test de Pearson (representado 

gráficamente mediante heat-map), y el test de correlación de Spearman. 

Posteriormente, se llevó a cabo un análisis univariante y multivariante mediante la 

construcción de modelos de regresión logística (para mortalidad a 30 días), con el 

propósito de estudiar las posibles variables confusoras e intermedias. Todos los valores 

de p ≤ 0,05 fueron considerados estadísticamente significativos para las conclusiones, 

aunque se utilizó otro umbral (p ≤ 0,10) en los procesos de selección de variables, 

siguiendo el principio de parsimonia. La selección del modelo más parsimonioso se 

realizó con el Likelihood-Ratio test (LR test). 

La capacidad predictiva del modelo estimado así como la comparación con las escalas 

ya establecidas se calculó mediante curvas ROC y posterior comparación entre áreas 

bajo la curva (AUC). Además, se llevó a cabo una comparación de modelos pronósticos 

mediante el índice de mejoría de la discriminación (Integrated Discrimination 

Improvement, IDI) y el índice de mejoría de la reclasificación (Net Reclassification 

Improvement, NRI) [193]. 

El análisis estadístico se llevó a cabo mediante los programas Stata v15 y R v3.5.2, con 

la colaboración decisiva de la Unidad de Metodología del Instituto Princesa (IIS-IP). 

Principios éticos 

A todos los pacientes y/o responsables legales se les explicó el estudio, se les entregó la 

hoja de información, y en todos los casos firmaron el consentimiento informado (CI). 

La participación en este estudio comenzó únicamente después de que el investigador 

hubo informado de la naturaleza del proyecto, de sus objetivos, riesgos, inconvenientes 

y beneficios, requisitos y obligaciones, confidencialidad y riesgos específicos 

contemplados en la legislación, con el fin de proteger su integridad. Ninguna prueba 

complementaria relacionada con este estudio se llevó a cabo antes de la firma del CI. Se 

facilitó a los pacientes una copia de la hoja de información así como del CI. En el caso 
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de incapacidad legal o manifiesta por criterios clínicos para la comprensión de la 

naturaleza del estudio y/o firma de ese consentimiento, se pidió autorización a la 

persona responsables al cargo, (habitualmente un familiar), que tuvieron que firmar 

asimismo el CI en su versión para representante legal. 

En relación con la confidencialidad, se hizo un esfuerzo para proteger el anonimato de 

los pacientes que participaron en el proyecto. El investigador asignó a cada paciente un 

código alfanumérico correlativo de identificación destinado a proteger su identidad. 

Los datos quedaron registrados en un archivo, al que solo tuvieron acceso los 

investigadores. 

Previamente al inicio del reclutamiento, el protocolo del estudio fue aprobado por el 

Comité de Ética de la Investigación Clínica (CEIC) del Hospital Universitario de La 

Princesa (registro PI-823, de 2015) (aprobación incluida como Anexo 1). Este estudio se 

llevó a cabo respetando los principios éticos establecidos en la Declaración de Helsinki 

(última modificación, Fortaleza 2013), las recomendaciones relativas a la Buena 

Práctica Clínica, y la legislación local y nacional vigentes. En todo momento se aseguró 

la confidencialidad de los datos de acuerdo con la LOPD 15/1999. 

En relación con la conservación de las muestras, inicialmente fueron recogidas en una 

colección de muestras debidamente registrada en el Biobanco del Instituto de 

Investigación Princesa a nombre del Dr. Javier Aspa. Una vez finalizado el estudio, 

dado que inicialmente no estaba contemplado en el proyecto, se solicitó aprobación y 

fue aprobado por el Comité de Investigación y por el Comité de Ética de la 

Investigación su donación al Biobanco de dicho centro de forma desinteresada 

(C.0003431, aprobado el 24 de marzo de 2015). Actualmente, esas muestras 

debidamente anonimizadas pueden ser utilizadas por otros investigadores interesados. 

Política de Datos Abiertos 

Siguiendo las recomendaciones internacionales de Research Data Management 

(RDM), y cumpliendo la solicitud de la plataforma Open Access donde ha sido 

publicado este trabajo (PLoS Journals), todos los datos crudos generados durante el 

desarrollo de este proyecto están disponibles públicamente mediante licencia Creative 

Commons Atribución/Reconocimiento 4.0 (Licencia Pública Internacional — CC BY 

4.0) en el repositorio gratuito Zenodo.org en la siguiente dirección: 

https://doi.org/10.5281/zenodo.3930832 
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Resultados 

Descripción de las variables 
sociodemográficas y clínicas 

Un total de 153 pacientes fueron 

reclutados. La edad media fue de 

75,68 años, con una mayoría de 

hombres (58,2%), casi todos 

caucásicos (97,4%) 

Pocos eran alcohólicos activos o 

exalcohólicos (8,5%), mientras que la 

mayoría tenían historia previa de 

tabaquismo (65,1%), con una 

prevalencia de EPOC elevada 

(31,4%). El factor de riesgo 

cardiovascular más frecuente fue la 

hipertensión arterial (58,17%), y la 

comorbilidad cardiovascular más 

frecuente fue la insuficiencia 

cardíaca congestiva (18,9%). El 

índice de Charlson modificado fue de 

3,12 puntos (elevado) y el índice de 

SCORE-OP, para países de bajo 

riesgo también fue elevado (riesgo a 

10 años del 7%). 

Un poco más de un cuarto tomaban 

estatinas y antiagregantes y hasta un 

17,6% tenían algún grado de 

demencia. 

Se pueden consultar la lista completa 

de variables sociodemográficas y 

clínicas recogidas en la Tabla 4. 

Tabla 4: Variables 

sociodemográficas 

y clínicas 

TOTAL 

n=153 

% n 

Edad (años) (  / DE) 75,68 16,13 

Sexo (varón) 58,17 89 
Raza (caucásica) 97,39 149 

Hábitos de vida y vacunación 

Enolismo (activo o pasado) 8,50 13 
Tabaquismo (activo o pasado) 65,10 99 

Tabaquismo IPA ( / DE) 27,24 29,66 
Vacunación neumococo 41,33 62 
Vacunación gripe último año 62,00 93 

Antecedentes personales 

HTA 58,17 89 
DM 16,34 25 
Hipercolesterolemia 32,68 50 
Obesidad 42,48 65 
AIT 4,58 7 
Ictus 11,76 18 
Cardiopatía isquémica 8,50 13 
Insuficiencia cardiaca 18,95 29 
ETEV 1,96 3 
ERC 14,38 22 
Hepatopatía crónica 3,27 5 
EPOC 31,37 48 

EPOC GOLD IV-V 7,89 9 
Asma 5,23 8 
Infección por VIH 5,88 9 
Neoplasia sólida 9,15 14 
Leucemia 0,65 1 
Linfoma 1,96 3 
I. de Charlson modificado (  / DE) 3,12 2,94 

I. SCORE de RCV ( / DE) 7,00 4,69 

Tratamiento habitual 

Broncodilatadores (cualquier tipo) 33,33 51 
Corticoesteroides orales 3,97 6 
Estatina 29,14 44 
Antiagregante 26,14 40 
Situación funcional 

Institucionalizado 7,84 12 
Deterioro cognitivo 17,65 27 
Desnutrición 11,11 17 
Historia de broncoaspiración 8,50 13 
I: Índice; IPA: Índice paquete-año; HTA: hiperensón arterial; DM: 
diabetes mellitus; ERC: enfermedad renal crónica; ETEV: enfermedad 
tromboembólica venosa; RCV: riesgo cardivovascular 
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Descripción de las principales variables dependientes 

De acuerdo con los objetivos del proyecto, se analizaron posteriormente las diferentes 

variables dependientes; los resultados descriptivos se muestran a continuación: 

Tabla 5: Variables dependientes (n =153) n % 

Aparición de ictus isquémico durante 1 año 2 1,3 

Aparición de síndrome coronario agudo durante 1 año 6 3,9 

Fallecimiento a los 30 días 13 8,5 

Fallecimiento a 1 año 37 24,2 

Etiología neumococo 17 11,1 

Descripción de miRNAs técnicamente analizables y análisis univariante 

No todos los microRNAs seleccionados como candidatos fueron medibles con garantías 

en el conjunto de pacientes; de los 25 miRNAs candidatos, 11 fueron descartados para 

el análisis final al no ser suficientemente abundantes en alguno o varios pacientes. 

Así, el miR-421, uno de los candidatos para ser utilizado como normalizador, fue 

descartado al expresarse en plasma con Ct< 38 ciclos en sólo 86 pacientes. Por la 

misma razón se excluyeron el miR-141-3p (válido en solo 60 muestras de pacientes), el 

miR-874-3p (102), el miR-1471 (109), el miR-155 (91), el miR-181b (95), el miR-483-5p 

(111), el miR-451a (110), el miR-10b-5p (105), el miR-27a-5p (105) y el miR-125b 

(válido en solo 114 muestras de pacientes). 

Se hizo un último abordaje intentando analizar si la ausencia de alguno de estos 

miRNAs podría relacionarse con alguna variable resultado. Los resultados (no 

mostrados en este texto), no mostraron ninguna asociación, por lo que se abandonó 

esta línea de análisis. 

Finalmente los miRNAs con datos válidos para el análisis fueron: miR-103a-3p, miR-

23b-3p, miR-23a-3p y miR-25-3p como normalizadores, y los siguientes como 

candidatos a biomarcador: 

hsa-miR-107 hsa-miR-17-5p hsa-miR-21 hsa-miR-144-3p 

hsa-miR-16-5p hsa-miR- 486 hsa-miR-20a hsa-miR-34a-3p 

hsa-miR-106b-5p hsa-miR-146a hsa-miR-483-5p hsa-miR-125b 
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José María Galván Román – Capacidad pronóstica de los microRNAs circulantes en la NAC – Universidad Autónoma de Madrid 

Representatividad de los pacientes seleccionados para análisis de miRNAs 

respecto a la cohorte completa 

A los 153 pacientes reclutados se les extrajo una muestra de sangre y se inició el proceso 

de extracción de RNA de pequeño tamaño. Tras la finalización del proceso sólo 117 

muestras fueron consideradas válidas para el análisis de miRNAs; las otras 36 no 

pasaron el control de calidad, tal y como se describe en Material y Métodos. 

El grupo de 117 pacientes con muestras válidas no era diferente en su conjunto del 

grupo de 36 pacientes con muestras no válidas, y por tanto podemos afirmar que es 

representativo de la muestra y que se trata de una pérdida aleatoria. Para poder llegar a 

esta conclusión, se compararon las principales variables sociodemográficas y de 

resultado entre ambos grupos, no encontrando diferencias estadísticamente 

significativas. 

Los resultados de esta comparación se muestran a continuación (Tabla 6). 

Tabla 6: Comparación de 

variables entre pacientes 

incluidos y pacientes excluidos 

según calidad de la muestra 

TOTAL 

n=153 

Exclusión por motivos técnicos 

p-valor* 

PASAN 

CONTROL DE 

CALIDAD n=117 

NO PASAN 

CONTROL DE 

CALIDAD n=36 

% n % n % n 

Edad ( / DE) 75,68 16,13 74,68 15,93 78,94 16,54 0,167 
Sexo (varón) 58,2 89 59,0 69 55,6 20 0,716 
Enolismo (activo o pasado) 8,5 13 10,3 12 2,8 1 0,159 
Tabaquismo (activo o pasado) 65,1 100 67,5 79 58,3 21 0,311 
Deterioro cognitivo 17,7 27 16,2 19 22,2 8 0,410 
I. de Charlson modificado (  / DE) 3,12 2,94 2,91 2,99 3,81 2,68 0,112 
I. SCORE-OP de RCV (  / DE) 7,42 4,69 7,11 4,46 8,42 5,27 0,144 
Escala de Fine (PSI) (  / DE) 103,00 35,16 100,93 34,63 109,72 36,52 0,191 
Escala CURB-65 (  / DE) 2,78 1,09 2,69 1,10 3,08 1,00 0,059 
Etiología Strept. Pneumoniae 11,1 17 12,8 15 5,6 2 0,225 
Mortalidad a 30 días 11,8 18 9,4 11 19,4 7 0,102 
Mortalidad a 1 año 24,2 37 23,9 28 25,0 9 0,896 
MACE a 1 año 40,5 62 41,0 48 38,9 14 0,819 
PSI: Pneumonia Severity Index; MACE: Major Adverse Cardiovascular Events 
Variables cuantitativas: media y DE ; Variables cualitativas % y n 

* Variables cualitativas: test chi-cuadrado. Variables cuantitativas: t-test para varianzas iguales. 
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Comparación de niveles de miRNAs según variables dependientes: 

mortalidad, eventos cardiovasculares y etiología. 

Inicialmente buscamos la asociación entre miRNAs y mortalidad tanto a 30 días 

(Tabla 7) como a 1 año desde el ingreso (Tabla 8). 

Tabla 7: asociación 

entre miRNAs y 

Total 
(n=117) 

Mortalidad a 30 días 

p* No (n=106) Si (n=11) 
Dif medias 

IC95% 
Dif medias mortalidad a 30 días media DE media DE media DE 

hsa-miR-107 0,17 0,08 0,17 0,08 0,19 0,09 -0,02 [-0,08-0,03] 0,343 

hsa-miR-17-5p 0,67 0,23 0,69 0,22 0,56 0,27 0,13 [-0,01-0,27] 0,074 

hsa-miR-21 3,00 1,42 2,97 1,45 3,26 1,05 -0,28 [-1,18-0,61] 0,529 

hsa-miR-144-3p 4,08 3,98 4,04 4,06 4,46 3,17 -0,42 [-2,93-2,08] 0,740 

hsa-miR-16-5p 50,19 40,26 51,74 41,76 35,23 14,91 16,52 [4,17-28,87] 0,010 

hsa-miR- 486 1,29 1,24 1,32 1,29 0,99 0,63 0,33 [-0,14-0,81] 0,159 

hsa-miR-20a 0,65 0,29 0,67 0,28 0,52 0,38 0,15 [-0,03-0,33] 0,099 

hsa-miR-34a-3p 0,02 0,03 0,01 0,03 0,03 0,05 -0,02 [-0,05-0,01] 0,223 

hsa-miR-106b-5p 2,01 1,19 2,02 1,23 1,88 0,70 0,14 [-0,61-0,89] 0,709 

hsa-miR-146a 1,02 1,78 1,10 1,85 0,23 0,14 0,86 [0,5-1,23] <0.001 

hsa-miR-483-5p 0,02 0,04 0,01 0,04 0,04 0,08 -0,03 [-0,08-0,03] 0,285 

hsa-miR-125b 0,03 0,06 0,03 0,04 0,07 0,17 -0,04 [-0,16-0,08] 0,453 

* t-test para varianzas iguales o desiguales, según fuera necesario 

Tabla 8: asociación 

entre miRNAs y 

Total 
(n=117) 

Mortalidad a 1 año 

p* No (n=89) Si (n=28) 
Dif medias 

IC95% 
Dif medias mortalidad a 1 año media DE media DE media DE 

hsa-miR-107 0,17 0,08 0,17 0,01 0,17 0,08 0,00 [-0,04-0,03] 0,809 

hsa-miR-17-5p 0,67 0,23 0,69 0,22 0,61 0,05 0,08 [-0,02-0,18] 0,097 

hsa-miR-21 3,00 1,42 2,96 1,34 3,11 1,67 -0,15 [-0,76-0,46] 0,626 

hsa-miR-144-3p 4,08 3,98 3,92 3,93 4,59 4,14 -0,67 [-2,37-1,04] 0,442 

hsa-miR-16-5p 50,19 40,26 51,84 42,41 44,97 32,65 6,87 [-8,41-22,15] 0,372 

hsa-miR- 486 1,29 1,24 1,29 1,30 1,30 1,07 -0,01 [-0,55-0,52] 0,962 

hsa-miR-20a 0,65 0,29 0,67 0,29 0,60 0,30 0,07 [-0,05-0,2] 0,261 

hsa-miR-34a-3p 0,02 0,03 0,01 0,02 0,03 0,06 -0,02 [-0,04-0,01] 0,187 

hsa-miR-106b-5p 2,01 1,19 2,01 1,27 2,01 0,91 -0,01 [-0,52-0,51] 0,984 

hsa-miR-146a 1,02 1,78 1,13 1,95 0,66 1,01 0,47 [-0,29-1,23] 0,223 

hsa-miR-483-5p 0,02 0,04 0,01 0,04 0,02 0,05 -0,01 [-0,03-0,01] 0,501 

hsa-miR-125b 0,03 0,06 0,03 0,04 0,04 0,10 -0,01 [-0,04-0,01] 0,360 

* t-test para varianzas iguales o desiguales, según fuera necesario 
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A continuación se muestran los gráficos tipo box-plot de distribución del miR-16-5p 
(Gráfico 3) y del miR-146a (Gráfico 4) según mortalidad a 30 días de seguimiento. 

0
 

50
 

10
0

 
15

0
 

20
0

 
m

iR
-1

6-
5p

 

No Si 
Mortalidad a 30 días 

Gráfico 3: Niveles de miR-16-5p al ingreso en pacientes que fallecieron y que sobrevivieron 
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Gráfico 4: Niveles de miR-146a al ingreso en pacientes que fallecieron y que sobrevivieron 

Es llamativo que para ambos miRNAs a partir de un nivel de expresión (miR-146a a 

partir de 0,41 FCs, p55; miR-16-5p a partir de 59,6 FCs, p73), todos los pacientes 

sobreviven en la evolución a los 30 días tras la NAC. 
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Para el análisis de relación entre miRNAs y eventos cardiovasculares mayores se 

decidió revisar la aparición de síndrome coronario agudo (SCA), que con 6 eventos, fue 

el único evento suficientemente frecuente como para intentar establecer relaciones de 

asociación (Tabla 9). 

Tabla 9: asociación 

entre miRNAs y 

SCA a 1 año 

Total 
(n=117) 

Aparición de SCA a 1 año 

p* No (n=111) Si (n=6) 
Dif 

medias 
IC95% 

Dif medias media DE media DE media DE 

hsa-miR-107 0,17 0,08 0,17 0,08 0,15 0,10 0,02 [-0,09-0,05] 0,592 
hsa-miR-17-5p 0,67 0,23 0,68 0,23 0,53 0,17 0,16 [-0,35-0,04] 0,110 

hsa-miR-21 3,00 1,42 2,98 1,44 3,27 1,10 -0,29 [-0,89-1,47] 0,627 
hsa-miR-144-3p 4,08 3,98 3,99 3,95 5,88 4,41 -1,89 [-1,4-5,19] 0,258 

hsa-miR-16-5p 50,19 40,26 49,83 40,20 56,79 44,67 -6,96 [-26,59-40,51] 0,682 
hsa-miR- 486 1,29 1,24 1,27 1,25 1,60 1,19 -0,33 [-0,7-1,36] 0,527 

hsa-miR-20a 0,65 0,29 0,65 0,29 0,64 0,33 0,01 [-0,25-0,23] 0,914 
hsa-miR-34a-3p 0,02 0,03 0,02 0,03 0,03 0,05 -0,02 [-0,01-0,05] 0,208 

hsa-miR-106b-5p 2,01 1,19 1,99 1,16 2,44 1,74 -0,46 [-0,53-1,45] 0,359 
hsa-miR-146a 1,02 1,78 1,01 1,81 1,10 1,31 -0,08 [-1,4-1,57] 0,912 
hsa-miR-483-5p 0,02 0,04 0,01 0,04 0,06 0,11 -0,05 [-0,09-0,19] 0,401 
hsa-miR-125b 0,03 0,06 0,02 0,04 0,11 0,21 -0,08 [-0,14-0,3] 0,381 

* t-test para varianzas iguales o desiguales, según fuera necesario 

Por último, comparamos los niveles de miRNAs con la etiología por neumococo 

(Tabla 10, a continuación). 

Tabla 10: 

asociación entre 

miRNAs y S. 

pneumoniae 

Total 
(n=117) 

Etiología de la NAC atribuida al neumococo 

p* No (n=102) Si (n=115) 
Dif 

medias 
IC95% 

Dif medias media DE media DE media DE 

hsa-miR-107 0,17 0,08 0,17 0,08 0,15 0,08 0,02 [-0,02-0,06] 0,367 

hsa-miR-17-5p 0,67 0,23 0,69 0,23 0,55 0,21 0,14 [0,02-0,27] 0,025 

hsa-miR-21 3,00 1,42 3,00 1,46 2,98 1,10 0,02 [-0,76-0,8] 0,956 
hsa-miR-144-3p 4,08 3,98 4,23 4,09 3,06 3,05 1,17 [-1-3,35] 0,288 
hsa-miR-16-5p 50,19 40,26 51,91 41,41 38,53 29,86 13,37 [-8,64-35,39] 0,231 
hsa-miR- 486 1,29 1,24 1,32 1,27 1,07 1,06 0,26 [-0,43-0,94] 0,458 

hsa-miR-20a 0,65 0,29 0,67 0,29 0,53 0,30 0,14 [-0,02-0,3] 0,085 
hsa-miR-34a-3p 0,02 0,03 0,02 0,04 0,01 0,03 0,00 [-0,02-0,02] 0,785 
hsa-miR-106b-5p 2,01 1,19 2,08 1,21 1,50 0,92 0,58 [-0,06-1,23] 0,077 
hsa-miR-146a 1,02 1,78 1,09 1,87 0,52 0,86 0,56 [-0,41-1,54] 0,254 
hsa-miR-483-5p 0,02 0,04 0,01 0,04 0,03 0,06 -0,02 [-0,05-0,02] 0,336 
hsa-miR-125b 0,03 0,06 0,03 0,06 0,02 0,02 0,01 [-0,02-0,04] 0,605 

* t-test para varianzas iguales o desiguales, según fuera necesario 

Como puede observarse, los principales resultados estadísticamente significativos se 

encontraron con la mortalidad a 30 días, en la que el miR-146a y el miR-16-5p 

mostraron niveles ostensiblemente más altos en los supervivientes respecto a los 

fallecidos. 
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Respecto a la asociación con eventos cardivoasculares mayores (MACE), el escaso 

número de ellos durante el seguimiento (2 ictus y 6 SCA, Tabla 5), y la ausencia de 

asociación del SCA –el más frecuente– con ninguno de los miRNAs propuestos en el 

análisis univariante (Tabla 9), hizo que no prosiguiéramos con su estudio. 

Por el contrario, el miR-17-5p sí estaba significativamente disminuido en aquellos que 

presentaron etiología por Streptococcus pneumoniae, respecto a otras causas 

etiológicas y a etiología desconocida. Sin menospreciar este último resultado, dado que 

el objetivo de esta tésis era demostrar la capacidad pronóstica de los miRNAs en la NAC 

–y no diagnóstica– se decidió continuar el análisis con la mortalidad a 30 días y ambos 

miRNAs relacionados. 

Análisis de colinealidad para los miRNAs seleccionados 

El siguiente paso fue dilucidar si ambos miRNAs candidatos presentaban algún tipo de 

colinealidad. Para ello se llevaron a cabo dos procedimientos. 

El primero fue un análisis visual mediante representación gráfica –tipo heatmap– de 

los coeficientes de correlación de todos los miRNAs analizados (según test de 

correlación de Pearson) (Gráfico 5). 

Gráfico 5: Heat-map del análisis de 
colinealidad de miRNAs analizados. A 
mayor tono de azul o rojo, mayor 
colinealidad (negativa o positiva, 
respectivamente). Recuadrado en negro 
el lugar de intersección entre los 
miRNAs miR-146a y miR-16-5p. 
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El segundo procedimiento fue comparar estadísticamente el grado de correlación entre 

el miR-146a y el miR-16-5p de forma directa. Para ello se llevó a cabo el test de 

correlación de Spearman, recomendable en distribuciones con valores extremos, como 

sucede en nuestro caso. A continuación, (Diagrama 4) se confrontan ambas 

distribuciones en un diagrama de dispersión. 

rho= -0.57 (p<0.001) 
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Gráfico 6: correlación entre niveles de miR-16-5p y miR-146a representado por diagrama de dispersión 

Como puede observarse, la correlación es muy débil (rho = -0,57), de tipo inversamente 

proporcional, y por tanto, asumimos que no existe colinealidad. El p-valor mostrado 

hace referencia a la probabilidad de que ese coeficiente de correlación sea el correcto, 

con el número de datos proporcionados. 

Características basales y factores confusores según mortalidad a 30 días 

Determinada la no colinealidad de ambos miRNAs, llegó el momento del estudio de los 

factores confusores. Para ello, se analizó la posible asociación entre antecedentes 

personales, hábitos tóxicos, características clínicas, radiológicas y analíticas del 

episodio de NAC, edad y sexo con mortalidad a 30 días. 

Las principales variables clínicas de interés se muestran a continuación (Tabla 11), 

según mortalidad a 30 días, junto con los datos totales. La n analizada en este caso fue 

de 153 pacientes de la muestra original, con datos clínicos completos, similar a la 

muestra de 117 pacientes con miRNAs válidos, como se ha demostrado previamente. 
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Tabla 11: variables 
TOTAL 

n=153 

Mortalidad a 30 días 

p-valor* 
sociodemográficas y 

antecedentes personales según 

mortalidad a 30 días 

VIVOS 

n=135 

FALLECIDOS 

n=18 

% n % n % n 

Edad (  / DE) 75,68 16,13 73,82 16,18 89,69 5,15 <0.001 

Sexo (varón) 58,17 89 58,52 79 55,56 10 0,811 
Raza (caucásica) 97,39 149 97,04 131 100 18 1,000 

Hábitos de vida y vacunación 

Enolismo (activo o pasado) 8,50 13 8,89 12 5,56 1 1,000 
Tabaquismo (activo o pasado) 65,10 99 65,93 89 58,82 10 0,563 

Tabaquismo IPA (  / DE) 27,24 29,66 27,17 29,37 27,86 33,38 0,935 
Vacunación neumococo 41,33 62 40,60 54 47,06 8 0,611 
Vacunación gripe último año 62,00 93 62,41 83 58,82 10 0,774 
Antecedentes personales 

HTA 58,17 89 59,26 80 50,00 9 0,454 
Diabetes Mellitus 16,34 25 17,04 23 11,11 2 0,739 
Hipercolesterolemia 32,68 50 30,37 41 50,00 9 0,095 
Obesidad 42,48 65 42,96 58 38,89 7 0,743 
AIT 4,58 7 3,70 5 11,11 2 0,192 
Ictus 11,76 18 9,63 13 27,78 5 0,041 

Cardiopatía isquémica 8,50 13 7,41 10 16,67 3 0,183 
Insuficiencia cardiaca 18,95 29 18,52 25 22,22 4 0,750 
ETEV 1,96 3 1,48 2 5,56 1 0,315 
ERC 14,38 22 14,81 20 11,11 2 1,000 
Hepatopatía crónica 3,27 5 3,70 5 0,00 0 0,406 
EPOC 31,37 48 31,85 43 27,78 5 0,794 

EPOC GOLD IV-V 7,89 9 6,12 6 18,75 3 0,113 
Asma 5,23 8 5,93 8 0,00 0 0,597 
Infección por VIH 5,88 9 6,67 9 0,00 0 0,600 
Neoplasia sólida 9,15 14 8,15 11 16,67 3 0,216 
Leucemia 0,65 1 0,74 1 0,00 0 1,000 
Linfoma 1,96 3 2,22 3 0,00 0 1,000 
I. de Charlson modificado (  / DE) 3,12 2,94 2,98 2,98 4,22 2,39 0,092 
I. SCORE de RCV ( / DE) 7,00 4,69 7,42 4,68 10,56 3,24 <0.001 

Tratamiento habitual 

Broncodilatadores (cualquier tipo) 33,33 51 34,07 46 27,78 5 0,791 
Corticoesteroides orales 3,97 6 3,73 5 5,88 1 0,518 
Estatina 29,14 44 28,36 38 35,29 6 0,553 
Antiagregante 26,14 40 25,19 34 33,33 6 0,460 
Situación funcional 

Institucionalizado 7,84 12 5,93 8 22,22 4 0,037 

Deterioro cognitivo 17,65 27 11,85 16 61,11 11 <0.001 

Desnutrición 11,11 17 9,63 13 22,22 4 0,119 
Historia de broncoaspiración 8,50 13 4,44 6 38,89 7 <0.001 
I: Índice; IPA: Índice paquete-año; HTA: hiperensón arterial; EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crónica; ERC: 
enfermedad renal crónica; ETEV: enfermedad tromboembólica venosa; RCV: riesgo cardivovascular 

Variables cuantitativas: media y DE ; Variables cualitativas % y n ; * Variables cualitativas: test chi-cuadrado o exacto 
de Fisher. Variables cuantitativas: t-test para varianzas iguales o desiguales según fuera necesario 
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En la siguiente tabla (Tabla 12), se muestran las características clínicas que 

presentaban los pacientes reclutados con NAC, sus constantes a su llegada a Urgencias, 

su exploración física inicial y la radiografía de tórax diagnóstica. 

Tabla 12: características 

TOTAL 

n=153 

Mortalidad a 30 días 

p-valor* 

clínicas, exploratorias y 

radiográficas, según mortalidad 

a 30 días 

VIVOS 

n=135 

FALLECIDOS 

n=18 

Clínica de la NAC % n % n % n 

Días de clínica antes de ingreso 7,27 9,74 7,45 10,18 5,89 5,30 0,524 
Inicio brusco 8,50 13 6,67 9 22,22 4 0,049 

Síntomas vías respiratorias altas 21,57 33 22,22 30 16,67 3 0,765 
Fiebre los días previos 63,40 97 62,22 84 72,22 13 0,450 
Escalofríos 38,56 59 40,00 54 27,78 5 0,441 
Cefalea 7,19 11 8,15 11 0,00 0 0,363 
Tos los días previos 83,01 127 82,22 111 88,89 16 0,740 
Expectoración purulenta 16,99 26 15,56 21 27,78 5 0,194 
Dolor pleurítico 28,76 44 31,85 43 5,56 1 0,024 

Sensación disneica 71,90 110 68,15 92 100,00 18 0,004 

Constantes a su llegada media DE media DE media DE 
Frecuencia respiratoria 25,67 10,95 25,30 11,36 28,29 7,10 0,293 
Presión arterial sistólica 131,01 26,95 131,79 26,84 125,11 27,82 0,325 
Presión arterial diastólica 67,50 16,01 68,54 15,50 59,72 18,02 0,028 

Frecuencia cardiaca 96,52 22,44 95,45 22,53 104,56 20,57 0,106 
Temperatura en Urgencias 37,21 1,00 37,22 1,03 37,12 0,80 0,710 
Saturación basal de O2 89,21 9,03 89,77 8,28 84,52 13,25 0,154 

Exploración física inicial % n % n % n 

Auscultación: crepitantes 73,86 113 73,33 99 77,78 14 0,783 
Auscultación: soplo tubárico 1,96 3 2,22 3 0,00 0 1,000 
Auscultación: sibilancias 11,11 17 11,85 16 5,56 1 0,695 
Radiografía de tórax % n % n % n 
Rx de tórax: infiltrado multilobar 30,92 47 29,63 40 41,18 7 0,332 
Rx de tórax: cavitación 0,66 1 0,74 1 0,00 0 1,000 
Rx de tórax: neumotórax 0,66 1 0,74 1 0,00 0 1,000 
Rx de tórax: derrame pleural 13,82 21 14,07 19 11,76 2 1,000 
Variables cuantitativas: media y DE ; Variables cualitativas % y n 
* Variables cualitativas: test chi-cuadrado o exacto de Fisher. Variables cuantitativas: t-test para 
varianzas iguales o desiguales según fuera necesario 

También se analizaron las principales moléculas determinadas en una analítica 

completa de ingreso, realizada en las primeras 24 horas desde la llegada del paciente a 

Urgencias (Tabla 13); se incluye colesterol total y niveles de colesterol HDL, 

relacionados en experimentación básica con variaciones en niveles de miRNAS 

plasmáticos. 
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Tabla 13: Analítica de sangre 
TOTAL 

n=153 

Mortalidad a 30 días 

p-valor* 
- primeras 24 horas de 

ingreso - según mortalidad a 

30 días 

VIVOS 

n=135 

FALLECIDOS 

n=18 

media DE media DE media DE 

GAB: pH 7,44 0,52 7,44 0,46 7,44 0,88 0,752 
GAB: PaCO2 (mmHg) 36,10 9,03 35,71 8,47 39,40 12,75 0,135 
GAB: PaO2 (mmHg) 59,35 15,87 60,06 15,86 53,33 15,20 0,121 

GAB: HCO3 - (mmol/l) 24,51 4,43 24,34 4,45 25,95 4,08 0,185 

PaO2/FiO2 275,32 69,81 278,05 70,01 252,35 65,91 0,179 
Hematocrito (%) 36,92 6,06 37,38 6,03 33,46 5,31 0,010 

Plaquetas (x103 cel/mm3) 242,02 127,23 243,56 127,50 230,44 128,25 0,683 

Leucocitos (x103 cel/mm3) 11,96 5,70 12,05 5,54 11,28 6,91 0,589 

Neutrófilos (%) 78,85 12,38 77,81 12,57 86,67 7,20 0,004 

Linfocitos (%) 12,79 9,47 13,49 9,76 7,49 4,31 <0,001 

INR 1,29 0,55 1,29 0,58 1,28 0,24 0,914 
Glucosa (mg/dl) 125,02 58,30 125,89 59,51 118,53 49,27 0,617 
Creatitina (mg/dl) 1,52 7,05 1,58 7,50 1,05 0,39 0,763 
BUN (mg/dl) 24,064 13,81 22,90 13,24 32,77 15,27 0,004 

Sodio (mEq/l) 138,87 12,15 138,35 12,66 142,78 6,27 0,147 
Potasio (mEq/l) 4,30 0,58 4,30 0,53 4,26 0,93 0,803 
CPK (mg/dl) 132,79 231,77 119,77 223,26 235,41 276,82 0,115 
LDH (UI/l) 206,67 90,41 202,50 90,27 239,29 87,23 0,114 
Bilirrubina Total (mg/dl) 0,77 2,10 0,80 2,23 0,55 0,46 0,645 
GOT (UI/l) 33,78 61,31 33,74 64,46 34,06 29,27 0,984 
GPT (UI/l) 31,03 77,92 31,11 82,26 30,39 30,71 0,971 
Proteínas totales (g/dl) 5,96 0,59 6,01 0,55 5,63 0,75 0,009 

Albúmina (g/dl) 3,24 0,54 3,29 0,51 2,85 0,60 0,001 

Colesterol (mg/dl) 134,61 34,72 136,50 34,67 120,44 32,60 0,065 
Colesterol HDL (mg/dl) 38,67 18,06 38,47 17,48 40,17 22,43 0,710 
Proteína C Reactiva (mg/l) 13,82 9,62 13,56 9,88 15,73 7,33 0,370 
Procalcitonina (ng/ml) 2,18 6,99 1,44 2,89 7,70 18,21 0,163 

Lactato (nmol/l) 1,77 1,09 1,71 0,92 2,74 2,72 0,504 
Variables cuantitativas: media y DE ; Variables cualitativas % y n 
* Variables cualitativas: test chi-cuadrado o exacto de Fisher. Variables cuantitativas: t-test para 
varianzas iguales o desiguales según fuera necesario 

Como se puede observar, algunas de las variables analizadas mostraron asociación 

estadística significativa con la variable desenlace principal. Muchas de ellas (la edad, la 

historia de broncoaspiración, la presión arterial en Urgencias, el porcentaje de 

neutrófilos, el porcentaje de linfocitos, la elevación de BUN y la presencia de 

parámetros de BUN) se han relacionado con anterioridad con peor desenlace en la 

NAC. 
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Por último, se describen las principales escalas pronósticas en la neumonía adquirida 

en la comunidad (Tabla 14). 

TOTAL 

n=153 

Mortalidad a 30 días 

p-valor* 

Tabla 14: Escalas pronósticas en 

la NAC con capacidad predictiva 

sobre mortalidad 

VIVOS 

n=135 

FALLECIDOS 

n=18 

media DE media DE media D 

Escala PSI - numérica 103,00 35,16 98,47 33,75 136,94 26,29 < 0,001 

Escala PSI - categórica (de 1 a 5) 3,65 1,14 3,53 1,15 4,50 0,51 < 0,001 

CURB-65 (de 0 a 5) 2,78 1,09 2,67 1,07 3,67 0,84 < 0,001 

CRB-65 (de 0 a 4) 2,24 0,82 2,16 0,80 2,83 0,71 0,001 

Cumplimiento ≥ 1 criterio de 
gravedad ATS/IDSA (% / n) 

93,50 143 93,00 125 100,00 18 0,608 

PSI: Pneumonia Severity Index 
* Variables cualitativas: test chi-cuadrado o exacto de Fisher. Variables cuantitativas: t-test para 
varianzas iguales o desiguales según fuera necesario 

Como se observa, se encontró asociación entre mortalidad a 30 días con mayores 

puntuaciones tanto en la escala PSI (en su forma numérica y en su forma categórica), 

como en las escalas CURB-65 y CRB-65 estimadas al ingreso. 

Análisis multivariante no ajustado 

Posteriormente, para evaluar el poder pronóstico de ambos miRNAs con asociación 

estadísticamente significativa en el análisis univariante (miR-146a y miR-16-5p), se 

construyó un modelo multivariante. Para ello, elaboramos una regresión logística 

aislada solo con ambos factores centrados en sus medianas, con el siguiente resultado: 

Tabla 15: Regresión logística para predecir mortalidad de un modelo con dos variables, 

miR-146 y miR-16-5p 

MODELO 2 VARIABLES OR IC95% OR p 

miR-146a 0,04 0,002 0,81 0,036 

miR-16-5p 0,97 0,94 0,99 0,025 
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La ecuación de la regresión fue esta: 

1 
� ������ 30 = 

1 + �[0,47− 3,201 ���� 146�_�� ���� � − 0,035 ���� 165�_�� ���� �] 

Este modelo es signficativamente mejor que el modelo nulo (χ2 = 14,887; p = 0,001), 

presentado una aceptable capacidad predictiva (R2
Cox&Snell = 0,119 y R2

Nagalkerke = 0,258), 

que se podría interpretar como que hasta el 11,9% de la variación de la variable muerte 

a los 30 días (SI vs. NO) es explicada por el modelo con ambos miRNAs. 

Análisis multivariante ajustado por variables de confusión 

Para este análisis se tuvieron en cuenta todas las variables con p ≤0.10 en el análisis 

univariante así como variables de trascendencia clínica como el sexo o la comorbilidad 

medida por el índice de Charlson modificado [165]. No se incluyeron en el modelo las 

escalas pronósticas (PSI o CURB65), al estar construidas a partir de variables clínicas y 

analíticas al ingreso –dada la alta probabilidad de incurrir en interacciones– con el 

objetivo de poder comparar la predicción pronóstica posteriormente del modelo 

estimado con ellas. 

Para poder llevar a cabo la regresión logística, las variables cuantitativas se centraron 

en su mediana. Las variables finalmente introducidas en el modelo completo fueron las 

siguientes: 

• Sexo 

• Edad al ingreso 

• Antecedente personal de hipercolesterolemia 

• Antecedente personal de ictus 

• Antecedente personal de deterioro cognitivo 

• Antecedente personal de broncoaspiración 

• Índice de Charlson modificado, en su modalidad cuantititativa 

• Índice SCORE-OP, en su modalidad cuantitativa 

• Condición de institucionalizado 

• Característica del proceso neumónico: inicio brusco de la sintomatología 

• Característica del proceso neumónico: dolor pleurítico 

• Característica del proceso neumónico: disnea 

• Constantes al ingreso: presión arterial diastólica (PAD) 

R
es

u
lt

ad
os

 

78 



                   

 

 

 

 
 

       

        

        

        

           

        

     

     

 

 

              

         

           

            

        

       

     

       

       

       

  

              

         

 

 

             

  
 

            

         

       

     

       

       

       

      
 

               

            

José María Galván Román – Capacidad pronóstica de los microRNAs circulantes en la NAC – Universidad Autónoma de Madrid 

• Constantes al ingreso: frecuencia cardiaca (FC) 

• Analítica al ingreso: nivel de hematocrito (%) 

• Analítica al ingreso: nivel de neutrófilos (%) 

• Analítica al ingreso: nivel de linfocitos (%) 

• Analítica al ingreso: valor del nitrógeno ureico en sangre (BUN) 

• Analítica al ingreso: proteínas totales 

• Analítica al ingreso: albúmina 

• Analítica al ingreso: colesterol 

Tras la selección por pasos, y manteniendo siempre en el modelo las dos variables 

dependientes principales seleccionadas (miR-16-5p y miR-146a), el resultado del 

análisis multivariante para un modelo con 4 variables fue el siguiente: 

Tabla 16: Regresión logística para predecir mortalidad de un modelo con cuatro 

variables, Historia de broncoaspiración, edad, miR-146 y miR-16-5p 

MODELO 4 VARIABLES OR IC95% OR p 

Broncoaspiración 

miR-16-5-p (33,7 FC) 

miR-146a (0,336 FC) 
Edad (81,56 años) 

22,70 

0,96 

0,15 
1,21 

1,68 305,86 

0,92 0,99 

0,02 1,52 
1,05 1,40 

0,019 

0,040 

0,109 
0,010 

Este modelo es mejor que el modelo nulo (χ22=37,192; p<0,001) y tiene una buena 

capacidad predictiva: R2 
Cox&Snell =0,272; R2 

Nagalkerke = 0,587. 

El mismo procedimiento, para un modelo de 5 variables (incluyendo sexo), produjo el 

siguiente resultado: 

Tabla 17: Regresión logística para predecir mortalidad de un modelo con cinco 

variables, Historia de broncoaspiración, edad, sexo, miR-146 y miR-16-5p 

MODELO 5 VARIABLES OR IC95% OR p 

Broncoaspiración 

Edad (81,56 años) 

miR-16-5-p (33,7 FC) 

miR-146a (0,336 FC) 

Sexo (hombre) 

36,49 

1,36 

0,95 

0,05 

0,09 

1,48 899,17 

1,05 1,77 

0,91 0,99 

0,00 2.00 

0,001 1,50 

0,028 

0,022 

0,021 

0,109 

0,093 

Este modelo es signficativamente mejor que el modelo nulo (χ2 = 41,231; p < 0,001), 

presentado una buena capacidad predictiva: R2
Cox&Snell = 0,297; R2

Nagalkerke = 0,640. 
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Como se puede observar, miR-16-5p mantiene la significación estadística como 

marcador pronóstico en ambos modelos; además, tanto la edad como la presencia de 

antecedentes de broncoaspiración mantienen su significación como marcadores 

independientes pronósticos de mortalidad a 30 días. 

Comparando nuestro modelo con un análisis exclusivo de selección por pasos no 

condicionado, el modelo con mejor capacidad predictiva fue el bivariado con edad y 

antecedentes de broncoaspiración, significativamente mejor que el modelo nulo 

(χ2=24,583; p<0,001) y con buena capacidad predictiva [R2
Cox&Snell =0,190; R2

Nagalkerke = 

0,408], aunque inferior a los otros modelos propuestos (modelo de 4 y modelo de 5 

variables) que incluyen nuestros miRNAs seleccionados miR-146a y miR-16-5p. 

Estudio de la interacción entre factores 

Una vez demostrada la asociación de miR-16-5p con mortalidad a 30 días en el análisis 

multivariante, restaba explorar las posibles interacciones entre variables. 

Para ello, se estudió un modelo en el que se introdujeron las variables elegidas y los 

términos de interacción en dos bloques diferentes. 

En un primer bloque se introdujeron las cinco variables seleccionadas del estudio 

multivariante: sexo, edad al ingreso, antecedente de broncoaspiración, miR-16-5p y 

miR-146a, utilizando el procedimiento introducción forzada de variables. 

En un segundo bloque se introdujeron las siguientes interacciones entre dos factores: 

• miR16-5p x miR146a • miR146a x edad al ingreso 

• miR16-5p x sexo • miR146a x antecedente de 

• miR16-5p x edad al ingreso broncoaspiración 

• miR16-5p x broncoaspiración • edad al ingreso x antecedente 

• miR146a x sexo de broncoaspiración 
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Los resultados se muestran a continuación (Tabla 18): 

Como se puede observar, no se encontraron interacciones significativas entre variables 

con ninguno de los procedimientos utilizados. 
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Interpretación de los coeficientes con las variables centradas y expresión 

matemática de la regresión logística propuesta 

Una vez descartada la presencia de 

interacciones entre las variables propuestas, fue 

necesario interpretar los OR de la regresión 

logística. Por recordar sus valores, volvemos a 

mostrar la tabla del modelo final (5 variables), 

solo con la la fila del p-valor y de la OR (tabla 17 

MODELO FINAL 

(5 variables) p OR 

miR-16-5p 0,021 0,952 

miR-146a 0,109 0,046 

Broncoaspiración 0,028 36,485 

Edad 0,022 1,361 

Sexo 0,093 0,97 

simplificada). 

La constante, exp (β0)= e ─0,030= 0,970 indica que cuando todas las variables 

cuantitativas toman el valor de su mediana, es decir, miR-16-5p = 33,7 FCs, miR-146a 

= 0,336 FCs, la Edad al ingreso = 81,56 años, no hay broncoaspiración y el sexo es 

varón, el número de pacientes que fallecen en los primeros 30 días es el 97,0% de los 

pacientes que no fallecen a los 30 días (odds =0,970). 

La OR de broncoaspiración indica el cambio en el logit cuando se pasa de no tener a 

tener broncoaspiración: exp (β1)= e 3,597= 36,485. Por tanto, la odds de muerte en 

broncoaspiración es 36,485 veces la odds de muerte sin broncoaspiración: odds = 

0,970×34,485 = 33,450, manteniendo constante el resto de variables. 

La OR de edad al ingreso indica el cambio en el logit cuando se incrementa en una 

unidad la mediana de edad, es decir, exp (β2)= e 0,308= 1,361. Por tanto, la odds de 

muerte por cada año más sobre 81,56 años es 1,361 veces la odds de muerte con 81,56 

años: odds = 0,970×1,3610 = 1,320, manteniendo constante el resto de variables. 

La OR de miR-16-5p indica el cambio en el logit cuando se incrementa en una unidad la 

e -0,049=mediana de miR-16-5p, es decir, exp (β3)= 0,952. Por tanto la odds de muerte 

por cada unidad que aumenta el miR-16-5p sobre 33,7 FCs es 0,9521 veces la odds de 

muerte con miR-16-5p: odds = 0,970×0,9521= 0,923, manteniendo constantes el resto 

de variables. Esta OR se puede interpretar también de forma inversa: por cada unidad 

que disminuye el miR-16-5p respecto a su mediana existen 1/0,952 = 1,05 veces más 

probabilidad de sobrevivir. 

La OR de miR-146ap indica el cambio en el logit cuando se incrementa en una unidad 

la mediana de miR-146a, es decir, exp (β4)= e -3,085= 0,046. Por tanto, la odds de muerte 

por cada unidad que aumenta el miR-16-5p sobre 0,336 FCs es 0,0457 veces la odds de 

muerte con miR-146a: odds = 0,970×0,057= 0,044, manteniendo constantes el resto 

de variables. 
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Por último, no se incluyen comentarios para las variables que no alcanzaron 

significación en el modelo final. 

De esta forma, la ecuación final de regresión propuesta es: 

πmuerte30d = 1 
[−0,030+3,597(Brncoaspiración)+0,308(edad _ cent)−0,049(R165cent)−3,085(R146 _ cent)−2,427(sexo)] 1+ e 

Donde Broncoaspiración vale 0 cuando está ausente y 1 cuando está presente; 

edad_cent es la edad al ingreso menos 81,56; R165_cent es el valor de miR-16-5p 

menos 33,7; R146_cent es el valor de miR-146a menos 0,336, y; sexo vale 0 en los 

varones y 1 en las mujeres. 

Desarrollo de curvas ROC y comparación de la capacidad predictiva 

mediante comparación de área bajo la curva (AUC) 

Finalmente, una vez interpretada la regresión logística y descartadas interacciones, fue 

el momento de someter a evaluación del modelo propuesto. 

Para ello, primero se estimó la capacidad predictiva del modelo multivariante no 

ajustado (sólo miR-16-5p y miR-146a) mediante elaboración de una curva ROC con 

los residuos, y determinación de mejores valores de sensibilidad y especificidad en el 

mejor punto de corte. Según tabla de coordenadas de la curva a continuación, 

(Tabla 19), el punto 0,058 es el mejor punto de corte, con una sensibilidad del 100% y 

una especificidad del 58,5% para predecir mortalidad a 30 días tras ingreso por NAC. 

Positivo si es 
mayor o igual Sensibilidad 1 - Especificidad Especificidad Combinación 

quea 

0,04927 1,000 0,462 0,538 1,538 

0,05036 1,000 0,453 0,547 1,547 

0,05306 1,000 0,443 0,557 1,557 

0,05559 1,000 0,434 0,566 1,566 

0,05668 1,000 0,425 0,575 1,575 

0,05802 1,000 0,415 0,585 1,585 

0,06026 0,909 0,415 0,585 1,494 

0,06306 0,909 0,406 0,594 1,503 

0,06467 0,909 0,396 0,604 1,513 

0,06747 0,818 0,396 0,604 1,422 

0,07369 0,818 0,387 0,613 1,431 
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Representada la curva ROC (Gráfico 7) (probabilidad pronosticada de mortalidad a 30 

días tras la NAC según ecuación de regresión logística [miR-146a & miR-16-5p]), el 

resultado fue una AUC de 0,824. 

AUC = 0,824 

Gráfico 7: curva ROC de la probabilidad de mortalidad a 30 días según modelo multivariante 
con miR-146a y miR-16-5p 

Posteriormente se determinó la capacidad predictiva del modelo multivariante 

ajustado por edad, sexo e historia de broncoaspiración, de nuevo buscando el 

punto de corte que permitiera una mejor clasificación de los pacientes (mejor 

combinación de sensibilidad y especificidad); el punto de corte seleccionado para el 

modelo fue 0,06 (asignar a la categoría fallecido si la probabilidad pronosticada de 

fallecer es mayor o igual que 0,06) (Tabla 20, a continuación). 

Positivo si es 
mayor o igual quea Sensibilidad 1 - Especificidad Especificidad Combinación 

,0366602 1,000 ,208 0,792 1,792 

,0438471 1,000 ,198 0,802 1,802 

,0517336 1,000 ,189 0,811 1,811 

,0580944 1,000 ,179 0,821 1,821 

,0616121 1,000 ,170 0,830 1,830 

,0624762 ,909 ,170 0,830 1,739 

,0700659 ,909 ,160 0,840 1,749 

,0782745 ,909 ,151 0,849 1,758 
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Tabla 20: Extracto de las coordenadas de la curva. El punto 0,0616121 es el best cut-off. 
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Dicho criterio clasificó correctamente el 83,8% de los sujetos, con una sensibilidad, 

100,0% y una especificidad 83,0%. 

Representada la curva ROC (Gráfico 8), su AUC fue de 0,954, lo que podría 

considerarse una excelente capacidad predictiva del modelo. 

AUC = 0,954 

Gráfico 8:: curva ROC de la probabilidad de mortalidad a 30 días según modelo multivariante ajustado 

En último lugar comparamos la capacidad predictiva de ambos modelos 

(ajustado y no ajustado) mediante elaboración de una curva ROC con los 

residuos de ambos modelos, comparando sus AUC con las de otras escalas 

contrastadas en NAC (PSI y CURB-65) para mortalidad a 30 días. 

El resultado se muestra a continuación (Gráfico 9): 
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AUC = 0,799 
AUC = 0,722 
AUC = 0,824 

AUC = 0,954 

Gráfico 9: curvas ROC de la probabilidad de mortalidad a 30 días según modelo multivariante no 
ajustado (solo miRNAs), ajustado (5 variables), junto con escalas PSI y CURB-65 

Como se puede apreciar (Gráfico 9), el AUC del modelo ajustado (AUC=0,954 IC95% 

[0,91-0,99]), era superior al modelo no ajustado (AUC=0,824 [0,73-0,92]), y mejor a 

su vez que las consolidadas escalas pronosticas para NAC PSI (AUC=0,799 [0,69-0,91]) 

y CURB-65 (AUC=0,722 [0,58-0,86]). 

Comparación de modelos pronósticos mediante los índices IDI y NRI 

El índice IDI se define como la diferencia de las medias de las probabilidades del 

evento, estimadas por el modelo nuevo y por los modelos previos en los pacientes que 
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hacen evento, menos la misma diferencia en aquellos que no hacen evento. Es decir, el 

IDI representa lo que mejora en promedio el nuevo modelo en cuanto a la predicción de 

más verdaderos eventos, descontando lo que empeora por la predicción de falsos 

eventos [194]. Así, el IDI estimado para nuestro modelo ajustado vs. CURB-65 fue de 

-0,40 (EE= 0.12; p= 0,007) y vs. PSI fue de -0,41 (EE= 0,11; p= 0,004), cuya 

interpretación podría ser que nuestro modelo reclasifica peor a los pacientes que las 

escalas clásicas pronósticas, aunque con una magnitud de cambio pequeña. 

Por otro lado, el cálculo del NRI exige categorizar las probabilidades predichas por los 

modelos previo y nuevo en un conjunto de categorías de riesgo y construir, con esas 

categorías, tablas de contingencia, una para los eventos y otra para los no eventos. El 

NRI se definiría como la diferencia de las proporciones de sujetos con evento que suben 

de categoría y los que bajan, menos esa misma diferencia en los sujetos sin evento 

[194]. Así, el NRI estimado para nuestro modelo multivariante vs. CURB-65 fue 59.61% 

(EE= 1391.69; p= 1) y vs. PSI fue 39.54% (SE= 1029.78; p= 1). La interpretación sería 

que nuestro modelo multivariado (edad, antecedentes de broncoaspiración, miR-146a y 

miR-16-5p) reclasifica a los pacientes casi un 40% - 60% mejor que las escalas clásicas, 

aunque los resultados no son estadísticamente significativos. 

Resumen comprehensivo de los principales resultados 

A modo de resumen de la sección Resultados, podemos concluir que tras análisis de 

varios miRNAs candidatos, solo dos de ellos, miR-146a y miR-16-5p mostraron 

asociación estadísticamente significativa con la mortalidad a 30 días después de un 

ingreso por NAC (cuanto mayores eran sus valores, menos mortalidad asociaban); que 

otros muchos factores clínicos y analíticos se asociaron también con la principal 

variable desenlace; que tras análisis multivariante, solo dos variables clínicas aparte de 

los miRNAs mantuvieron su significación, edad y antecedente de broncoaspiración; 

que no existía colinealidad entre los miRNAs seleccionados ni interacción entre 

variables de interés; que el modelo con estas dos variables clínicas, junto con el sexo y 

los dos miRNAs candidatos tuvo una buena capacidad pronóstica según área bajo la 

curva ROC; y que ese modelo ajustado tenía una capacidad pronóstica comparable, si 

no mejor, que las principales escalas clínicas reconocidas en NAC, después de 

comparación de AUCs y evaluación con los índices de reclasificación IDI y NRI. 
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Discusión 

La presente memoria de tesis doctoral muestra la utilidad de la determinación de 

microRNAs circulantes como biomarcadores pronósticos en pacientes ingresados por 

una NAC. Para la selección de candidatos se realizó un estudio en dos pasos, con un 

primer abordaje global mediante microarrays unido a una selección basada en la 

literatura previa, seguido de una segunda etapa de confirmación mediante RT-PCR 

semi-cuantitativa. Tras el análisis de veinticinco miRNAs candidatos, solo dos de ellos, 

miR-146a y miR-16-5p mostraron asociación estadísticamente significativa con la 

mortalidad a 30 días después de un ingreso por NAC, de forma que valores elevados de 

ambos se asociaron con mayor supervivencia (Tabla 7, Gráficos 3 y 4). Esta asociación 

se mantuvo para el miR-16-5p en el análisis multivariante tras ajustar por edad, sexo y 

antecedente de broncoaspiración (Tabla 17). 

Por tanto, y a la espera de estandarizar el método y replicarlo en otras cohortes, 

podemos concluir que la medida de miR-146a y miR-16-5p es útil para predecir 

mortalidad a corto plazo tras un ingreso por NAC. 

Utilización de miRNAs circulantes como biomarcadores diagnósticos y 

pronósticos en NAC 

La utilización de miRNAs circulantes como biomarcadores no es nueva, y aunque 

todavía no esté extendida como práctica clínica habitual, se ha empleado con éxito en el 

campo de las enfermedades respiratorias [195]. 

A nivel diagnóstico, algunos autores han profundizado en la utilización de miRNAS 

como biomarcadores en NAC a partir de diversos líquidos biológicos. Zhang y col. 

encontraron que hasta 6 miRNAs determinados en suero podían identificar a pacientes 

con tuberculosis pulmonar activa respecto a controles sanos y respecto a pacientes con 

otras enfermedades respiratorias (solo uno de los grupos incluía pacientes con NAC); ni 

miR-146a, ni miR-16-5p se encontraban entre esos 6 miRNAs [196]. Lin y col. 

encontraron que la determinación de miRNAs exosomales en líquido pleural podía 

discriminar a pacientes con NAC, con tuberculosis y con cáncer de pulmón [197]. Yi y 

col. estudiaron el perfil de microRNAs en esputo de pacientes con tuberculosis [198]. 

Huang y su equipo encontraron que hasta 4 miRNAs diferentes podían diferenciar 

neumonías víricas de neumonías bacterianas en una población pediátrica [199]. 

Probablemente el trabajo más completo en este sentido (diferenciación de etiología 
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bacteriana, Streptoccocus pneumoniae, respecto a etiología vírica, influenzavirus 

H3N2) ha sido el de Poore y col., en donde no solo se estudió el perfil diferencial de 

miRNAs, sino sus vías biológicas relacionadas [200]. 

Por otro lado, fuera de las enfermedades respiratorias habría que reseñar los trabajos 

de Wang y col., en donde la determinación de miR-146a plasmático fue utilizada con 

éxito como biomarcador diagnóstico de sepsis en pacientes con criterios clínicos de 

SIRS (systemic inflammatory response syndrome, síndrome de respuesta inflamatoria 

sistémica) [201]. 

A nivel pronóstico, pocos estudios han valorado la capacidad de estas moléculas para 

predecir evolución. En un reciente estudio, Wu y col. encontraron que miR-146a, miR-

27a, miR-126 y miR-155 elevados en exosomas séricos se relacionaban con mayor 

aparición de síndrome de distrés respiratorio agudo en pacientes con NAC, e incluso 

concluyen que miR-126 podría ser utilizado como marcador pronóstico, al asociarse 

estadísticamente con la mortalidad a 28 días [202]. En otro artículo reciente, Zhang y 

su equipo, utilizando un microarray precargado específico para sepsis, (Sepsis 3.0, 

Agilent miRNA chip technology) concluyeron que el miR-223-3p podría ser utilizado 

para predecir el desarrollo de sepsis asociada a NAC [203]. 

Hasta donde nosotros sabemos, no existen otros estudios –aparte del presente– que 

hayan investigado la utilidad de la determinación de miRNAs circulantes con intención 

pronóstica. 

La siguiente pregunta por contestar es si los dos miRNAS identificados en nuestro 

estudio como buenos biomarcadores pronósticos tienen funciones biológicas conocidas 

que pudieran explicar esta capacidad predictiva. 

Estructura, funciones y usos como biomarcador de miR-16-5p 

El gen de este miRNA fue caracterizado a principios de los 2000 por dos grupos 

independientes, dentro del cromosoma 13, en la región 13q14 [6,204]. Su secuencia 

completa puede ser consultada a continuación (Figura 23). 

Figura 23: Secuencia de miR-16-5p según notación de mirbase.org [206] 
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Se ha documentado su expresión en la mayor parte de biofluidos estudiados, siendo 

uno de los miRNAs más abundantes en todo tipo de muestras [205]. Debido a esa 

abundancia y a su relativa estabilidad, ha sido utilizado como control endógeno 

(housekeeping) en estudios sobre cáncer [206] y daño miocárdico inducido [207]. 

Las funciones biológicas que se le atribuyen son múltiples. Este miRNA actúa como 

regulador negativo de la proliferación de células endoteliales, mediante bloqueo de los 

factores de crecimiento endotelial VEGF (vascular endothelial growth factor) y FGFR1 

(fibroblast growth factor receptor-1) [208]: es inhibidor de la proliferación celular en 

general (detención del ciclo celular en las fases G1/S) [209], y regulador positivo de los 

procesos de apoptosis de las células de músculo cardiaco y de músculo esquelético, 

mediante bloqueo de SESN1 [210]. También se ha identificado como regulador 

negativo de la angiogénesis [211], y se ha demostrado su capacidad como regulador 

negativo de la actividad del factor de transcripción NF-κB [212,213]. A nivel 

metabólico, miR-16-5p promueve la diferenciación de adipocitos mediante la supresión 

del gen EPT1 [214]. 

La actividad de miR-16-5p se ha relacionado con varios procesos de desarrollo tumoral. 

Se ha observado una disminución intracelular de sus niveles en la leucemia linfática 

crónica, de forma inversa a la expresión del gen Bcl2, básico en los procesos de 

desarrollo de esta patología [215]. Niveles reducidos de este miRNA se han relacionado 

con los procesos de proliferación celular, invasión y migración de algunos tumores 

como el cordoma o el cáncer gástrico, al permitir la expresión neta del oncogén Smad3 

[216,217]. En el condrosarcoma, niveles disminuidos de miR-16-5p permiten la 

producción de VEGF-A por las células tumorales, facilitando su capacidad metastásica 

y procesos de angiogénesis [218]. En el hepatocarcinoma, la sobreexpresión in vitro de 

miR-16-5p inhibe la invasión y migración de células tumorales, al bloquear el efecto 

prometastásico de IGF1R [219]. En el cáncer de mama, el gen Akt3 puede ser inhibido 

por miR-16-5p vía NF-κB, consiguiendo bloquear el desarrollo tumoral [220]. Estudios 

en mesotelioma maligno han comprobado que el bloqueo de la secreción de exosomas 

en estas células tumorales promueve un aumento de miR-16-5p intracelular, lo que 

inhibe a las oncoproteinas CCND1 y BCL2, reduciendo su capacidad oncogénica [221]. 

Pocos son los estudios sobre el efecto neto de miR-16-5p en la defensa inmunitaria. En 

este sentido, niveles elevados de miR-16-5p circulante se han relacionado con la 

enfermedad mano-pie-boca producida por Enterovirus 71 (EV-71), con mayor número 

de complicaciones que otras causas etiológicas. La infección por EV-71 es capaz de 

aumentar la producción de este miRNA endógeno, induciendo apoptosis de células 

infectadas y la supresión de la replicación viral, actuando así como un verdadero 
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feedback positivo [222]. En estudios in vitro con células A549 de cáncer de pulmón, el 

aumento de miR-16-5p fue capaz de proteger del daño de LPS, mediante regulación del 

receptor de quimioquinas CXCR3 [223]; si bien no es completamente equiparable, este 

estudio sugiere que la sobrexpreexión de este miRNA puede otorgar protección sobre 

agresiones por LPS, endotoxina característica de las infecciones por bacterias Gram 

positivas. 

Como biomarcador, se ha propuesto su uso en pacientes con isquemia crítica de 

miembros inferiores, correlacionando niveles séricos elevados con complicaciones tras 

revascularización (biomarcador de mal pronóstico) [211]. También en pacientes con 

Artritis Reumatoide (AR), donde el miR-16-5p sérico fue progresivamente más alto a 

medida que la enfermedad estaba peor controlada (AR mal control > AR estable 

> no AR) [224]. 

En resumen, podemos decir que la acción global de miR-16-5p es antiinflamatoria, 

antiangiogénica, antiviral, quizá proaterogénica y decididamente antitumoral. La suma 

de estos efectos es coherente con los resultados de nuestro trabajo, en el que niveles 

elevados de este miRNA se asociaron con mejor pronóstico tras ingreso por NAC. 

miR-146a: estructura, funciones y utilización como biomarcador 

La secuencia génica de este miRNA fue predicha basándose en el miRNA homólogo 

verificado de ratón por el equipo de Lagos-Quintana [225] (Figura 24): 

Figura 24: Secuencia de miR-146a según notación de mirbase.org [228] 

Las funciones que se le atribuyen son muchas, aunque la primera y más estudiada es la 

relacionada con la regulación de la inmunidad. El miR-146a está implicado en la 

producción de células mieloides –incluido neutrófilos y monocitos– en el 

mantenimiento de subtipos de linfocitos T (en especial los Th1), y sobre todo en la 

regulación de la inmunidad innata mediante el control de la activación de la 

superfamilia TIR [66,226,227]. 
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Como se ha comentado en la introducción, miR-146a actúa como regulador negativo de 

la cascada de activación de NF-kB mediante el bloqueo de la molécula intermedia 

TRAF6 [63]. Este efecto antiinflamatorio ha sido observado en modelos de fibroblastos 

gingivales [228], en fibroblastos senescentes humanos [229] y en modelos murinos 

articulares (inhibición de la osteoclastogenesis) [230], entre otros. 

Esta acción sobre el bloqueo inflamatorio ha sido muy estudiada, especialmente en 

relación con infecciones víricas y bacterianas. Así, en estudios celulares, el bloqueo de 

miR-146a en contexto de una infección por hantavirus condicionaba una mayor 

respuesta inflamatoria y una reducción de la replicación viral [231]. 

En cambio, en infecciones bacterianas es tan importante la respuesta inmunitaria 

antimicrobiana como el control posterior de la inmunidad. En este sentido, algunos 

estudios con Streptococcus pneumoniae y modelos celulares con macrófagos han 

demostrado que el estímulo bacteriano sobre la vía TLR2 es capaz de estimular la 

producción de miR-146a, y este miRNA a su vez es capaz de bloquear la misma cascada 

de señalización, atemperando la inflamación sistémica y reduciendo el potencial daño 

tisular [232]. Este control de la inflamación sistémica ejercido por miR-146a se ha 

observado también en infecciones orales por Porphyromonas gingivalis [233] 

También ha sido implicado en múltiples enfermedades neuronales. Se ha observado un 

aumento de niveles de miR-146a cerebral a medida que aumentaba la respuesta 

inflamatoria local –y la gravedad clínica– en las enfermedades priónicas cerebrales 

(por ejemplo, en la Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob), tanto en animales como en 

humanos [234]. También se ha observado un aumento de miR-146a en astrocitos de 

cerebros murinos tras la inducción de un estatus epiléptico [235]. Sin embargo, su 

relación con la patogenia de estas enfermedades no está clara. El efecto de miR-146a 

en la enfermedad de Alzheimer (EA) es complejo, pero parece deletéreo por varias vías. 

Por un lado, la sobreexpresión miR-146a en tejido cerebral provoca la reducción del 

factor complementario H (CFH), un importante agente inhibidor de la respuesta 

inflamatoria cerebral [236]. Por otro lado, el efecto proapoptótico de miR-146a se ha 

visto relacionado con el desarrollo de la EA: la sobrexpresión de miR-146a en células 

neuronales promueve la inactivación de la proteína Akt vía descenso de Lrp2, lo que 

potencia la apoptosis neuronal y la progresión de la EA [237]. 

En la esfera cardiovascular, el efecto antiinflamatorio de miR-146a parece ejercer un 

efecto antiaterogénico a largo plazo. Por un lado, miR-146a reduce el contenido de 

colesterol LDL en la placa de ateroma, así con la secreción de IL-6, IL-8 y otras 

citoquinas endoteliales, lo que disminuye la arterioesclerosis [238]. La clave de este 
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proceso son las células dendríticas en la placa, que sufren una inhibición en su proceso 

de maduración y secreción de citoquinas proinflamatorias debido a la represión de 

CD40L por este miRNA [239]. A nivel microvascular, estudios funcionales han 

comprobado que la sobreexpresión con agonistas miR-146a en células retinianas 

sometidas a hiperglucemia reduce la inflamación vía TLR4/NF-κB/TNF-α, aminorando 

el desarrollo de retinopatía diabética [240]. 

Por el contrario, estudios ex-vivo con macrófagos estimulados con oxLDL encontraron 

una liberación de altas cantidades de miR-146a exosomal, promoviendo la formación 

de redes extracelulares neutrofílicas (NETs), lo que podría desencadenar eventos 

cardiovasculares a corto plazo [241]. No obstante, se ha implicado a este miRNA en los 

procesos de regeneración tisular tras isquemia: en un estudio, la modificación de 

células madre mesenquimales (MSCs) para que produzcan más miR-146a y su posterior 

infusión en modelos murinos de isquemia/reperfusión consiguió un aumento de 

expresión de VEGF y una reducción de las zonas fibróticas cardiacas [242]. 

Respecto a los procesos de angiogénesis, el efecto de miR-146a es inhibitorio. Se ha 

observado que la sobreexpresión de este miRNA es capaz de inducir la apoptosis de 

células vasculares de músculo liso (VSMCs) en modelos murinos de cardiopatía 

isquémica [243], mientras que su inhibición es capaz de bloquear la capacidad 

proliferativa y migratoria de las VSMCs in vitro [244]. 

Por último, el efecto de miR-146a sobre los procesos de tumorogénesis está menos 

estudiado. En un estudio en cáncer colorrectal (CCR) se determinó que este miRNA 

participaba en la estabilización de β-catenina y la producción de la proteína Numb, 

promoviendo la división celular simétrica (symmetrical-cell-division, SCD) en las 

células endoteliales colónicas, lo que facilitaba la progresión tumoral [245]. En este 

sentido, otro estudio del mismo grupo de investigación constató una gran presencia de 

este miRNA en exosomas del ambiente tumoral del CCR [246]. En otro tipo de tumores 

como el glioblastoma multiforme, miR-146a está infraexpresado; la adición de un 

agonista miR-146a fue capaz de activar Notch1 y aumentar la tasa de apoptosis de 

células tumorales, siendo ésta una potencial diana terapéutica [247]. 

Como biomarcador, miR-146a se ha empleado con éxito en el diagnóstico de cáncer de 

pulmón: la determinación de los niveles plasmáticos de este miRNA (junto con otros 

dos, miR-200b y miR-7) en un modelo con TC torácico, ayuda a diferenciar nódulos 

pulmonares solitarios benignos de cánceres de pulmón no microcítico de pequeño 

tamaño [248]. Este miRNA ya había sido citado previamente como potencial 

biomarcador en el diagnóstico precoz del cáncer de pulmón no microcítico [249]. 
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Por otro lado, dada su relación con la inflamación, se ha estudiado como biomarcador 

en enfermedades autoinmunes. Un reciente metaanálisis mostró que la elevación de 

miR-146a servía para identificar a pacientes con síndrome de Sjögren primario, 

mientras que no servía para discriminar a pacientes con Lupus Eritematoso Sistémico 

[250]. Otro estudio demostró que este miRNA estaba elevado en PBMCs de pacientes 

con Artritis Reumatoide (AR) respecto a controles sanos [251]. 

En infecciones, se ha utilizado el gradiente de miR-146a entre la semana 0 y 48 

postratamiento como biomarcador predictivo de seroconversión en pacientes 

infectados por el virus de la hepatitis B con HBeAg positivo, que recibieron tratamiento 

con análogos de nucleótidos [252]. 

Además, se ha encontrado significativamente más elevado en plasma de pacientes 

recién diagnosticados de DM-2, en comparación con controles pareados [253], así 

como en pacientes con historia de cardiopatía isquémica reciente [254]. En cambio, los 

niveles séricos de este miRNA fueron signifivamente menores en pacientes que 

sufrieron un ictus isquémico agudo respecto a controles sanos [255]. 

Para resumir, podemos decir que la función biológica de este miRNA es 

antiinflamatoria, protectora de la aterogénesis macro y microvascular, favorecedora del 

desarrollo de la EA, antiangiogénica, y protumoral (Tabla 21). De nuevo, el balance 

global de estos efectos (sobre todo el antiinflamatorio y el antiaterogénico), es 

coherente con el mejor pronóstico observado en los pacientes con niveles elevados de 

este miRNA al ingreso por NAC. 

miR-16-5p Ámbito miR-146a 

↑ al ingreso en NAC con buen 
pronóstico a 1 año 

Infeccioso 

Gradiente, predictor de 
seroconversión VHB tras 

tratamiento 
↑ al ingreso en NAC de buen 

pronóstico a 1 año de seguimiento 

↑ Artritis Reumatoide Autoinmune 
↑ Artritis Reumatoide 

↑ Enfermedad de Sjögren 

Tumoral ↑ en Ca. de pulmón (vs. NPS) 

↑ Isquemia crítica MMII Cardiovascular 
↓ Fase aguda de ictus isquémico 
↑ Cardiopatía isquémica reciente 

Metabólico ↑ DM-2 de reciente diagnóstico 

Tabla 21: Ejemplos de utilización de miR-16-5p y miR-146a circulantes como biomarcadores 
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Efecto modulador de la respuesta inmune innata como explicación de un 

mejor pronóstico tras una NAC 

Nuestro hallazgo de menor mortalidad a 30 días con niveles elevados de miR-16-5p y 

miR-146a podría ser reflejo de una mejor y más adaptada respuesta inflamatoria contra 

el patógeno invasor, especialmente en un contexto de infección respiratoria bacteriana. 

A nivel molecular, el miR-16-5p se ha relacionado con la protección frente al daño 

pulmonar tras infección. En modelos celulares sometidos a daño inducido por 

lipopolisacáridos (LPS), la sobreexpresión de miR-16-5p disminuía el daño pulmonar 

agudo a través de la inhibición de la respuesta inflamatoria sistémica vía inhibición de 

TNF-α e IL-6 [256]. Estos resultados se han replicado posteriormente en un modelo 

animal de infección pulmonar crónica con Mycoplasma gallisepticum; la 

sobreexpresión de miR-16-5p era capaz de detener la respuesta inflamatoria, ejerciendo 

su efecto inhibitorio directamente sobre la kinasa PI3K, clave en la cascada de 

activación de NF-κB, y por ende, de la producción de TNF-α [213]. 

En este mismo sentido, niveles elevados miR-146a se han asociado con una reducción 

de la inflamación pulmonar asociada a LPS: en un trabajo en el que se añadió miR-146a 

exógeno se observó que la respuesta celular inflamatoria a LPS (TNF-α, IL-6, and IL-

1β) estaba suprimida, a través de la inhibición de IRAK-1 y TRAF-6, moléculas 

intermedias necesarias en la cascada de activación de NF-κB [257]. Por otro lado, 

estudios in vitro encontraron que RelB (potente factor de transcripción de la familia 

NF-κB con efectos antinflamatorios demostrados) regula la producción de mediadores 

proinflamatorios inducidos por IL-1β en fibroblastos de pulmón humano en parte a 

través de un mecanismo que involucra miR-146a [258], mientras que otros estudios 

han encontrado este mismo efecto en células alveolares epiteliales humanas [259]. 

Además, resulta llamativo que ensayos en modelos murinos de neumonía por 

neumococo con miRNAs miméticos exógenos inhibitorios de esta vía –como 

miR-124-3p [260], o miR-302 [261]– han sido capaces de promover la regeneración de 

las células epiteliales alveolares y potenciar la recuperación de los individuos afectados 

por la neumonía bacteriana. 

De esta forma, una explicación fisiopatogénica del efecto protector de miR-16-5p y 

miR-146a circulantes sería que niveles elevados de ambos detectados al ingreso por 

NAC estarían involucrados en una menor activación de las cascadas de inflamación 

secundarias a la infección pulmonar, disminuyendo la carga inflamatoria sistémica, y 

permitiendo una mejor evolución clínica a medio plazo. 
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Además, estos resultados estarían en consonancia con los ya publicados por nuestro 

grupo de investigación: que la inflamación no controlada en el seno de una NAC es la 

responsable última de la mala evolución clínica, y que esta inflamación puede ser 

medida mediante sencillos parámetros analíticos (como la procalcitonina, la 

proadrenomedulina o el porcentaje de neutrófilos) [114,157], mediante mediadores 

inflamatorios directos (como la IL-6) (comunicado en ERS'18 [262]), o mediante 

microRNAs circulantes, como el presente trabajo (comunicado en ATS’19 y SEPAR’19 

[263], y recientemente publicado en PLoS One [264]) (trabajos disponibles en Anexos). 

Importancia de la identificación temprana de pacientes con buen 

pronóstico 

La demostración de que el aumento de dos miRNAs circulantes medidos al ingreso se 

asocia con mejor pronóstico a medio plazo, puede servir para diseñar nuevas 

estrategias de atención a pacientes hospitalizados por NAC. 

En este sentido, trabajos de revisión en los últimos años han incidido en varios puntos 

para mejorar el manejo de la NAC. Sobre todo se han centrado en tres grandes bloques: 

tratar rápido y con el antibiótico correcto a los pacientes con sospecha de NAC, valorar 

la gravedad inicial y durante la evolución con escalas de riesgo, con el objetivo de 

anticipar las complicaciones, y no olvidar el seguimiento tras el alta, al ser esta 

población –los pacientes que han necesitado hospitalización por NAC– un grupo de 

especial riesgo a medio y largo plazo [265]. La utilización habitual de biomarcadores al 

ingreso por NAC con capacidad pronóstica permitiría centrar el esfuerzo de protección 

en aquellos pacientes identificados como de especial riesgo, aumentando la efectividad 

de la intervención y mejorando los resultados globales en NAC. 

Algunos estudios observacionales españoles apuntan a que una rápida secuenciación a 

antibioterapia oral en pacientes ingresados por NAC identificados como de buen 

pronóstico –estabilidad clínica en menos de 72 horas– no conlleva mayor mortalidad a 

30 días, y sí una disminución de la estancia media, independientemente de su 

clasificación de riesgo según escalas clínicas habituales [266]. Un reciente ensayo 

clínico con más de 300 pacientes ingresados por NAC aleatorizó continuar tratamiento 

antibiótico o interrumpirlo al 5º día, sin observar peores resultados. De hecho, se 

encontró menos sintomatología (no significativo) entre aquellos que interrumpieron 

antes el tratamiento [267]. Por tanto, el uso de miRNAs que apoyen la identificación de 

pacientes con buen pronóstico puede ayudar a los clínicos a disminuir el tiempo de 

tratamiento, mejorando la eficiencia sin impacto sobre los resultados clínicos. 
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Por último, varios estudios han demostrado que la inflamación residual tras una NAC, 

medida a través de diversos biomarcadores inflamatorios a las 72 horas de ingreso [157] 

y al alta [101,268] es buena predictora de mortalidad a 30 días. Por tanto, la 

caracterización de microRNAs directamente implicados en la modulación de esa 

inflamación sostenida puede ayudar a definir el estado inflamatorio en la 

convalecencia, y a una mejor elección del momento del alta y de los cuidados tras el 

ingreso hospitalario. 

Utilidad de miR-17 como biomarcador diagnóstico etiológico 

Uno de los resultados menos esperados del análisis univariante fue encontrar que 

niveles plasmáticos disminuidos de miR-17 al ingreso se asociaron con un agente 

etiológico concreto, el Streptococcus pneumoniae. 

Este miRNA [269] (Figura 25), integrado en el cluster miR-17∼92 ha demostrado ser 

un factor prooncogénico fundamental en la reprogramación metabólica tumoral [270]. 

También, está implicado en la replicación hepática del virus de la hepatitis C, 

inhibiendo la quinasa MAP3K8, vital en esa replicación [271]. 

Figura 25: Secuencia de miR-17 según notación de mirbase.org [269] 

Algunos estudios han relacionado niveles elevados en suero de miR-17-5p con el 

diagnóstico de tuberculosis [272], y se cree que este miRNA regula los procesos de 

autofagia de los macrófagos infectados por esta micobacteria [273]. Otros estudios han 

encontrado niveles séricos elevados de este miRNA en pacientes que contrajeron la 

gripe aviar (H7N9) [274], y en células humanas infectadas por Toxoplasma gondii 

[275]. Sin embargo, hasta donde nosotros sabemos, la relación de miR-17 con el 

neumococo no era conocida en la literatura. Por tanto, este resultado debe de 

interpretarse con cautela y tendrá que ser replicado en futuras investigaciones. 
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La determinación de miRNAs circulantes carece de utilidad como 

biomarcadores de aparición de eventos cardiovasculares mayores 

Una de las hipótesis de partida más importante de este proyecto era que aquellos 

pacientes con NAC que mantenía una inflamación exuberante y persistente tras el 

ingreso tenían peor pronóstico a medio y largo plazo por un aumento de la incidencia 

de eventos cardiovasculares mayores, y que este desenlace probablemente podía ser 

estimado mediante la determinación de microRNAs al ingreso. La primera parte de esta 

hipótesis venía avalada por un gran número de trabajos sobre mortalidad 

cardiovascular tras NAC publicados en los últimos años [100,128,276,277]. 

La segunda parte, también parecía muy plausible: como hemos comentado en 

apartados anteriores, muchos estudios han asociado la desregulación y reducción de 

niveles de miR-146a circulantes con aterosclerosis [239,278], angina estable (vs. 

control) [279], infarto agudo de miocardio [280] o ictus isquémico [281]; también el 

descenso de miR-16-5p se ha relacionado con una rápida progresión de la aterosclerosis 

carotídea [282], aunque su relación con la enfermedad cardiovascular es más dudosa 

[211,279]. 

Sin embargo, en nuestro estudio ni los dos miRNAs relacionados con mortalidad ni 

ninguno del resto de microRNAs analizados mostraron relación significativa con la 

aparición de eventos cardiovasculares mayores (ictus o SCA) a 1 año de seguimiento. 

Una posible explicación es que la causa del fallecimiento en algunos pacientes no fue 

suficientemente aclarada; es posible que estos pacientes sufrieran un evento 

cardiovascular mayor y fallecieran por ese motivo sin llegar a tener un diagnóstico, y 

por tanto, no computando para nuestro estudio. 

Otra posible explicación de esta falta de asociación puede ser la baja incidencia de 

eventos cardiovasculares mayores en nuestra muestra, sólo 2 ictus y 6 síndromes 

coronarios agudos durante el primer año de seguimiento. 

Por otro lado, podría argumentarse que el efecto deletéreo de la hiperinflamación 

acontecidada durante la NAC no persiste tan a largo plazo: la disminución de los 

niveles de miR-146a y miR-16-5p al ingreso, que predicen bien mortalidad a 30 días, no 

alcanzan significación estadística en el análisis de mortalidad a 1 año. Este mismo 

argumento sería válido para justificar la no asociación de eventos cardiovascular 

mayores con niveles de microRNAs a 1 año. En cuanto a la búsqueda de asociación 

durante un seguimiento menor (30 días, por ejemplo), se vio abocada a los mismos 
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problemas de falta de eventos durante este tiempo, por lo que no se han llegado a 

mostrar los datos crudos. 

En resumen, este estudio no ha podido identificar miRNAs circulantes que predigan la 

aparición de eventos cardiovasculares tras un ingreso por NAC, aunque no se excluye 

que estudios posteriores más amplios y con mayor tamaño muestral sean capaces de 

conseguirlo. 

Debilidades y fortalezas de este estudio 

Consideramos que las principales debilidades de nuestro trabajo son la falta de una 

cohorte externa de validación, la difícil estandarización de la técnica –problema 

habitual en este tipo de estudios– y su limitación a pacientes hospitalizados, lo que 

dificulta su comparación con escalas pronósticas universalmente utilizadas. 

Las principales fortalezas son el significativo tamaño muestral alcanzado, superior al de 

otros estudios clínicos con microRNAs circulantes; también, la utilización de estrictos 

criterios de calidad en la selección de muestras válidas, la utilización de varios miRNAs 

endógenos y exógenos en el proceso de normalización, y sobre todo, el proceso de 

selección de miRNAs en dos pasos, que ha asegurado una buena selección inicial de 

candidatos. 

Futura dirección de esta investigación 

Para finalizar, nos gustaría indicar cuál sería la futura dirección de la investigación con 

miRNAs como biomarcadores pronósticos en NAC. 

Como apuntamos en el párrafo anterior, este estudio se beneficiaría de una 

estandarización de la técnica en otros laboratorios y de una validación externa 

mediante la utilización de una cohorte multicéntrica de pacientes hospitalizados por 

NAC. Los resultados de esta validación tendrían, sin duda, mejor proyección. 

Por otro lado, es necesario incluir la determinación de miRNAs circulantes en los 

estudios en marcha y proyectados sobre biomarcadores diagnósticos y pronósticos en 

NAC. En nuestra opinión, es de especial importancia comparar su capacidad predictiva 

con otras moléculas (por ejemplo, PCT o PCR) comúnmente utilizadas en investigación 

y cada vez más en la práctica clínica habitual. 
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Por último, consideramos que la principal utilidad de medir los niveles circulantes de 

miR-16-5p y miR-146a en hospitalizados por NAC es la identificación de pacientes con 

buen pronóstico a un mes desde el ingreso. Por tanto, una vez finalizada la validación 

externa antes propuesta, consideramos que el siguiente paso debería ser intentar la 

inclusión de estos marcadores en las escalas de riesgo clínicas habituales (PSI o CURB-

65, por ejemplo) con el objetivo de conseguir mejorar su capacidad pronóstica. 

Con ello, seguiremos acercando la medicina molecular a la toma de decisiones en la 

práctica clínica habitual en pacientes hospitalizados por NAC. 
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Conclusiones 

• Niveles plasmáticos elevados de miR-146a y miR-16-5p, determinados en el 

momento del ingreso en pacientes hospitalizados por una neumonía adquirida en la 

comunidad (NAC), se asocian con menor mortalidad a los 30 días de seguimiento. 

• Niveles plasmáticos reducidos de miR-17 determinados al ingreso por NAC se 

asocian con Streptococcus pneumoniae como agente etiológico probable de la 

neumonía. 

• Ninguno de los miRNAs plasmáticos analizados en el momento del ingreso se 

asocia con la aparición de eventos cardiovasculares mayores (síndrome coronario 

agudo o ictus) a 1 año de seguimiento tras hospitalización por NAC. 

• Ninguno de los miRNAs plasmáticos analizados en el momento del ingreso se 

asocia con mortalidad a 1 año de seguimiento tras una hospitalización por NAC. 

• Niveles plasmáticos elevados de miR-16-5p se asocian de manera independiente 

con menor mortalidad a 30 días desde el ingreso hospitalario, en un modelo que 

incluye miR-146a, ajustado por las variables clínicas edad, sexo y antecedente de 

broncoaspiración. 

• La capacidad predictiva de miR-146a y miR-16-5p sobre mortalidad a 30 días tras 

un ingreso por NAC es equiparable a la capacidad predictiva de la escala pronóstica 

PSI y de la escala pronóstica CURB-65. 

• La determinación de miR-146a y miR-16-5p en plasma en el momento del ingreso 

hospitalario puede ser utilizada como biomarcador de buena evolución en sujetos 

hospitalizados por NAC. 
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Anexos 

Anexo 1: Carta de aprobación del Comité de Ética de la Investigación Clínica, abril 2015. 
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Anexo 2: Comunicación en ATS International Conference 2019, Dallas (Tx, EEUU), mayo 2019. 
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Anexo 3: Comunicación en 52º Congreso SEPAR, Santiago de Compostela, junio 2019 
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Anexo 4: Artículo original publicado en la revista PLoS One, octubre de 2020 (primera página) 
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