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Introduccion

1. INTRODUCCION:

La tromboembolia de pulmén (TEP), la forma mas grave de presentacion de la
enfermedad tromboembdlica venosa (ETV), es producida por el enclavamiento o
embolizacién de un trombo en las arterias pulmonares, desprendido desde un
territorio venoso que, en la mayoria de las ocasiones, proviene de las venas
pélvicas o de las piernas.! Aproximadamente, la mitad de todas las trombosis

venosas profundas (TVP) migran (embolizan) a las ramas arteriales pulmonares.?

El microbioma se refiere a la comunidad de microorganismos, como bacterias,
virus, hongos y otros microbios, que viven en el cuerpo humano, principalmente
en el tracto gastrointestinal.34 El microbioma humano ha emergido en los ultimos
aflos como un regulador principal de la inflamacion sistémica y la respuesta
inmune, con impacto en distintas condiciones de enfermedad, tanto infecciosas

como no infecciosas.>%

Aunque se ha estudiado la relacion del microbioma con otras enfermedades
cardiovasculares como la arteriosclerosis,”® actualmente no disponemos de
estudios publicados hasta la fecha que relacionen alteraciones en el microbioma

con la ETV ni tampoco, mas concretamente, con la TEP.

1.1. Epidemiologia de la TEP

La TEP, como forma de presentacién mas grave de la ETV, se mantiene como la
tercera causa mas frecuente de muerte cardiovascular, Unicamente superada en
frecuencia por el infarto agudo de miocardio (IAM) y los accidentes
cerebrovasculares,® a pesar de ser potencialmente prevenible en pacientes con

determinados factores de riesgo identificables y de los recientes avances en su
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manejo. Ademas, se trata de la principal causa de muerte intrahospitalaria

potencialmente prevenible.1%11

Distintos estudios epidemiolégicos han demostrado una incidencia anual global
aproximada de 1 caso por cada 1.000 habitantes, elevandose hasta casi un 1%
en los mayores de 75 afios.'>1® La incidencia real podria ser incluso superior, ya
gue puede no ser reconocida en distintas ocasiones.'® Esta incidencia ha
aumentado progresivamente en las Ultimas décadas, debido al envejecimiento de
la poblacién y a un aumento en la prevalencia de comorbilidades asociadas con
la ETV (como la obesidad y el cancer),!’ y favorecido tanto por las mejoras en las
herramientas de diagndstico, que actualmente ofrecen una mayor sensibilidad
diagnéstica, como por una mayor disponibilidad de la tomografia axial
computerizada (TAC) para detectar la TEP, que también ha contribuido a
aumentar el diagnostico de casos de forma incidental, en una gran proporcion
también asintomatica.'® Estos datos de incremento en la incidencia de la TEP son
consistentes en Esparfia, donde se ha observado un aumento progresivo a lo largo
de los afios, de 20,4 a 32,7 casos por 100.000 habitantes/afio desde 2002 a
2011.1°

Paralelo a este incremento en las tasas de incidencia de la TEP, los analisis de
tendencias temporales sugieren un descenso en la mortalidad relacionada a la
propia TEP, lo que puede ser explicado tanto por el incremento en el diagndstico
de casos de embolia de pulmén mas subclinicos, de localizacion mas periférica
(i.e., embolias pulmonares subsegmentarias) y de forma incidental, como por el
desarrollo de intervenciones terapéuticas mas efectivas.?%?® A pesar de estos
progresos en el manejo de la TEP y de su impacto en la mortalidad, aun mas del
15% de los pacientes fallecen durante los tres meses siguientes del diagnéstico.’
En cualquier caso, esta mortalidad no se puede explicar sélo por la propia TEP,
sino que otras condiciones graves coexistentes (cancer, sepsis, enfermedad que
motiva el ingreso, cirugia, etc...) justifican la mayoria de estas muertes.! Ademas
de la mortalidad, otras complicaciones relevantes relacionadas con la TEP son los
sangrados asociados a la anticoagulacion, las recurrencias tromboembdlicas y la
persistencia de sintomas respiratorios residuales persistentes; esta Ultima

complicacion relacionada con la TEP estd definida principalmente por dos
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entidades, la hipertensiéon pulmonar tromboembdlica cronica (HPTEC) y la

enfermedad tromboembdlica crénica pulmonar.?425

Por lo tanto, la TEP constituye actualmente un problema sanitario de primer orden,
por su elevado impacto en términos de morbimortalidad, costes y consumo de
recursos.®?® Segln datos del Ministerio de Sanidad, durante el afio 2021 se
diagnosticaron 35.005 casos nuevos de TEP (APR-GRD) en Espafia, frente a los
22.250 casos del afio 2010, con una estancia hospitalaria media de 8,17 dias y un

coste medio de 4.880 euros.

1.2. Factores de riesgo de la TEP

La TEP se desarrolla como consecuencia de la interaccion de distintos factores de
riesgo trombogénicos relacionados tanto con el paciente, que suelen ser
permanentes (como las trombofilias o lo canceres sin posibilidad de tratamiento
curativo), como con el entorno, que suelen ser transitorios o reversibles (como la
cirugia, los viajes de larga distancia o la terapia hormonal sustitutiva). Aunque en
ocasiones la TEP aguda se produce en individuos en los que no se identifican
inicialmente ninguno de estos factores de riesgo, frecuentemente coexisten uno o

varios factores predisponentes que favorecen su aparicion.?’

Por lo tanto, son multiples los factores de riesgo asociados con el desarrollo del
tromboembolismo venoso (tabla 1), relacionados con uno o varios de los
mecanismos etiopatogénicos clasicos de la enfermedad propuestos por Virchow
en el afio 1856: estasis venosa (o flujo sanguineo anémalo), lesion del endotelio
vascular e hipercoagulabilidad (figura 1).28

Los estados de hipercoagulabilidad pueden ser tanto adquiridos como congénitos.
La hipercoagulabilidad adquirida se relaciona con distintas situaciones clinicas
asociadas fundamentalmente con el estilo de vida, las comorbilidades y los
procedimientos médicos. Por su parte, la hipercoagulabilidad congénita esta

presente en un 5-15% de las embolias pulmonares.
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Tabla 1: Factores de riesgo predisponentes para el desarrollo de enfermedad
tromboembdlica venosa.

Riesgo fuerte (OR > 10)

Fractura de extremidades inferiores

Hospitalizacion por insuficiencia cardiaca o fibrilacion auricular/flutter reciente
Cirugia de reemplazo de rodilla o de cadera

Traumatismo grave

Infarto de miocardio (en los 3 meses previos)

ETV previa

Lesion de columna vertebral

Cirugia de rodilla artroscopica

Enfermedades autoinmunes

Transfusion de sangre

Catéteres venosos centrales

Quimioterapia

Insuficiencia cardiaca congestiva o insuficiencia respiratoria

Agentes estimulantes de la eritropoyesis

Terapia hormonal sustitutiva, terapia anticonceptiva (dependientes de la
formulacion) y fecundacion in-vitro

Periodo postparto

Infeccion (neumonia, infeccién del tracto urinario y VIH)

Enfermedad inflamatoria intestinal

Cancer (mayor riesgo en enfermedad metastasica)

Ictus paralitico

Trombosis venosa superficial

Trombofilia

Reposo en cama > 3 dias

Diabetes mellitus

Hipertension arterial

Sedestacion por viaje prolongado (e.g., viaje en coche o0 en avion de larga
duracion)

Edad avanzada

Cirugia laparoscopica

Obesidad

Embarazo

Varices

Abreviaturas: ETV, enfermedad tromboembdlica venosa; OR, odds ratio; VIH,
virus de la inmunodeficiencia humana.




Introduccion

Situaciones clinicas como la obesidad, el embarazo o la insuficiencia venosa
periférica favorecen la estasis venosa. Mas infrecuente es la agenesia de la vena
cava inferior, una anomalia vascular congénita caracterizada por la ausencia del
segmento infrarrenal, renal y/o suprarrenal de la vena cava inferior, y que llega a
identificarse en casi el 5% de los pacientes menores de 30 afios que presentan
una TVP sin identificarse otros factores de riesgo.?° Las situaciones de inmovilidad

cronica también favorecen esta estasis venosa.

El tercer mecanismo de la triada de Virchow es la lesién endotelial, que se produce
en determinadas entidades que condicionan un traumatismo venoso; esta lesién
endotelial puede ser mas indirecta, como sucede en las fracturas o en
determinados procedimientos quirdrgicos, o a partir de traumatismos mas directos
sobre el endotelio vascular, como sucede en portadores de catéteres venosos

centrales.

Figura 1: Mecanismos etiopatogénicos de la enfermedad tromboembdlica
venosa: Triada de Virchow.
Traumatismos vasculares

Catéter venoso central
TVP/TEP previas

TROMBOSIS ,
S

7 EERSS
ESTASIS

VENOSA Rt o ol

Terapia hormonal
Obesidad Quimioterapia
Inmovilidad crénica Cirugia
Embarazo Trombofilia congénita
Varices

Abreviaturas: TEP, tromboembolia de pulmén; TVP, trombosis venosa profunda.

En cualquier caso, a pesar de nuestro mejor conocimiento sobre los factores de riesgo,
actualmente mas de un tercio de los episodios tromboembdlicos venosos se producen sin
que seamos capaces de identificar un factor que lo provoque, por lo que sigue siendo
crucial la identificacion de nuevos factores de riesgo.*®
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Clasicamente, las guias de practica clinica han clasificado las embolias
pulmonares en “provocadas” por un factor de riesgo externo (o adquirido) o
“‘idiopaticas” con un interés eminentemente practico, dirigido a la toma de
decisiones sobre la adecuada duracion del tratamiento anticoagulante. De este
modo, la TEP habitualmente se consideraba como provocada cuando se
identificaba un factor de riesgo potencialmente reversible asociado al evento
tromboembdlico venosa en las Ultimas semanas previas al diagnostico (esto es,
cirugia, traumatismo mayor, inmovilizacion, embarazo, toma de anticonceptivos
orales o terapia hormonal sustitutiva); en contraposicion, la TEP se clasificaba
como idiopatica (esto es, no provocada o espontanea) en ausencia de estos
criterios.3%3! Sin embargo, esta clasificacion dicotémica en provocada e idiopatica
se considera confusa, presenta limitaciones relevantes y resulta poco practica
para la toma de decisiones individualizadas, debido a que frecuentemente los
pacientes no se ajustan bien a estas categorias. Ademas, el término idiopético
puede sugerir errbneamente que no existe una razén para el episodio
tromboembdlico venoso. Por todo lo anterior, las Ultimas guias europeas
publicadas para el manejo de la embolia pulmonar evitan esta terminologia
etiologica dicotdmica, esforzandose en ampliar la estratificacion de manera mas

discriminativa.®

Por dltimo, cabe destacar que la TEP puede ser integrada dentro de una
continuidad de enfermedad cardiovascular.® La cardiopatia isquémica reciente y
la insuficiencia cardiaca incrementan el riesgo de desarrollar un episodio de ETV,
y esta relaciéon parece ser bidireccional.®? Actualmente conocemos que la ETV
comparte algunos factores de riesgo con la trombosis arterial, como sucede con
la arteriosclerosis: obesidad, hipertension arterial y diabetes mellitus, entre
otros.33-3% Asi, esta asociacion entre enfermedad arterial y venosa puede deberse

a estos factores de riesgo comunes, pero también a otros aun no aclarados.
Por lo tanto, la mejor comprension de los factores de riesgo de ETV resulta critica

para optimizar las medidas de prevencidon de esta enfermedad, en individuos o

grupos de pacientes con mayor riesgo de desarrollarlo.?736
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1.2.1. Papel de las infecciones:

La asociacion entre infeccion y eventos cardiovasculares cardiacos y cerebrales
ya ha sido reportada con anterioridad.3”-*® En cuanto a la ETV, hay que tener en
cuenta que cualquier asociacion entre infeccion y ETV tiene una particular
importancia clinica debido a la alta prevalencia y relevancia clinica de ambas
condiciones clinicas. Asi, entre los distintos factores de riesgo asociados con la
ETV, el papel que tienen las infecciones en su desarrollo ha sido estudiado

ampliamente en las Gltimas décadas.®°

La infeccibn aguda y su correspondiente estado proinflamatorio podrian
incrementar el riesgo de trombosis, explicado mediante cualquiera de los tres
mecanismos etiopatogénicos clasicos de la triada de Virchow.*® La infeccién
podria afectar a la estasis venosa o predisponer a una situacién de
hipercoagulabilidad sanguinea. Sin embargo, probablemente el dafio endotelial
sea el mecanismo mas implicado en el riesgo trombotico de la infeccion, tanto por
dafio directo sobre la pared del vaso como secundario a la inflamacién
acompafante. Esta teoria se sustenta en un estudio clasico realizado en una serie
de voluntarios sanos a quienes se administraron citocinas proinflamatorias, que
suelen elevarse ante estados de infeccidn. Las citocinas produjeron una disfuncion
endotelial transitoria que condujo a un aumento de la actividad de la
ciclooxigenasa, reversible mediante la accion de farmacos anti-inflamatorios como
el acido acetilsalicilico o la hidrocortisona.*! Asi, las infecciones son consideradas
actualmente un factor de riesgo moderado para la aparicion de una TEP,
particularmente la neumonia, la infeccién del tracto urinario y la infeccion por virus

de la inmunodeficiencia humana (VIH).37:42

En las Ultimas dos décadas se han publicado grandes estudios epidemiologicos
que han aportado informacion muy relevante acerca del papel que ejercen las
infecciones en el desarrollo de la ETV. Las dos primeras series poblacionales
grandes que estudiaron esta relacion fueron los estudios SIRIUS y MEDENOX.
En el primero de ellos, un estudio caso-control realizado con 636 pacientes
diagnosticados de una infeccion manejada ambulatoriamente, la infeccién
incrementd el riesgo ajustado de ETV casi dos veces (odds ratio [OR] 1,95;
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intervalo de confianza al 95% [IC95%] 1,31-2,92).%° En la serie de MEDENOX, que
en este caso incluyo pacientes hospitalizados por algan motivo infeccioso, también
se observé un riesgo aumentado de ETV (OR 1,74; IC95% 1,12-2,75).44

Smeeth et al. estudiaron a una cohorte poblacional de 11.033 pacientes con ETV
qgue fueron registrados en la Health Improvement Network del Reino Unido. Los
autores identificaron un incremento del riesgo de ETV en los pacientes con
infecciones respiratorias o urinarias agudas, mostrando que la infeccién aguda
podria ser un factor de riesgo transitorio para el desarrollo de ETV, principalmente
en las dos semanas posteriores a la infeccion.*> Mas recientemente, en otro
estudio de casos-controles, se evalud la asociacion de la infeccidn respiratoria con
la ETV, y se obtuvo que la infeccidn respiratoria aumentaba el riesgo de presentar
tanto una TVP a las 4 semanas (OR 2,64; IC95% 1,62-4,29) como una TEP a los
3 meses (OR 2,50; 1C95% 1,33-4,72).3” Por su parte, un estudio poblacional
realizado en Estados Unidos, que incluyé a americanos de mas de 50 afos,
observo que la infeccidn durante los 3 meses previos fue el desencadenante mas
habitual de hospitalizacion por ETV, incrementando este riesgo casi 3 veces.
Ademas, se encontrd0 que este riesgo fue incluso superior en el caso de las

infecciones respiratorias.*

También debe ser tenido en consideracion el estado de postracion y reposo en
cama que, en ocasiones, conlleva el propio proceso infeccioso, y que es otro factor
de riesgo adicional bien establecido para el desarrollo de la ETV.®° En un andlisis
de los datos recogidos en el registro RIETE (Registro Informatizado de pacientes
con Enfermedad TromboEmbdlica) de 47.390 pacientes con ETV, Frasson et al.
estudiaron el impacto de las inmovilizaciones motivadas por procesos
infecciosos.*® Excluyendo a los pacientes con trombosis asociada a una
intervencidn quirdrgica reciente (< 2 meses), hasta el 3,9% de los pacientes
incluidos en RIETE presentaban el antecedente reciente de una inmovilizacién por
una infeccién aguda. Los datos de este estudio apoyan que la infeccién contribuye
en la patogénesis de la ETV, suponiendo un factor de riesgo adicional a los propios

efectos etiopatogénicos producidos por la inmovilizacion.

22



Introduccion

En cuanto a la etiologia de la infeccion, se ha estudiado la contribucién de diversos
microorganismos en la génesis de la ETV, fundamentalmente bacterias
(bacterioma) y virus (viroma). Los pacientes con infeccion aguda por
citomegalovirus (CMV), evaluada mediante seropositividad IgM frente a CMV,
presentan una incidencia de ETV del 6,9%. Esta trombosis asociada a CMV puede
explicarse por el aumento en la actividad pro-coagulante endotelial producida por
el dafio endotelial directo, la adherencia plaquetaria y el estimulo para generar
trombina y factor VI, induciendo la produccién de anticuerpos antifosfolipido v,
por Ultimo, reduciendo la actividad fibrinolitica endégena.’->° Emmerich et al.
evaluaron la relacion de la infeccion por Chlamydia pneumoniae (segun
diagnéstico serolégico) con la ETV en un trabajo que incluyé a 176 pacientes
diagnosticados de ETV y 197 controles; este estudio reporté que la mitad de los
casos presentaban niveles elevados de IgG para C. pneumoniae, con una OR de
7,7 (IC95% 4,5-13,2). Este hallazgo ha sido confirmado en series posteriores.>!
En otro estudio realizado con una gran cohorte danesa, se obtuvo que los
pacientes hospitalizados por una bacteriemia adquirida en la comunidad
presentan un mayor riesgo de desarrollar problemas trombéticos durante los 90
dias siguientes en comparacion con controles emparejados hospitalizados (OR
1,9; 1IC95% 1,4-2,7). Ademas, este riesgo fue superior en los pacientes con
bacteriemia adquirida en la comunidad causada por microorganismos gram
positivos (OR 2,5; IC95% 1,6-4,1) y, entre estas, las debidas a Staphylococcus
aureus (OR 7,2; IC95% 2,7-19,2)%?, resultados que son consistentes con otros

trabajos anteriores.%3

La relacion de las infecciones con el desarrollo de eventos trombaéticos ha sido
evaluada también desde una perspectiva terapéutica. Multitud de trabajos,
incluidos ensayos clinicos aleatorizados, han evaluado el impacto de distintas
estrategias terapéuticas de tromboprofilaxis en pacientes que presentan una
infeccién aguda, fundamentalmente en pacientes hospitalizados.>* Basado en los
resultados de distintos ensayos clinicos realizados hasta la fecha, actualmente no
se recomienda la tromboprofilaxis de forma general para los pacientes no-
quirirgicos que ingresan por una infecciéon aguda.>>-®® Asi, se recomienda la
tromboprofilaxis farmacoldgica en los pacientes con infeccidn respiratoria aguda

grave que precisan encamamiento, y se sugiere la tromboprofilaxis en pacientes
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con infeccion aguda no encamados que presentan otros factores de riesgo
adicionales.®!

Segun datos del registro RIETE, hasta en el 45% de los pacientes con ETV no se
identifica ningun factor de riesgo predisponente, pero podria subyacer una
infeccion no diagnosticada que predispondria de forma similar al desarrollo de la

trombosis. %2

En resumen, de acuerdo con la literatura, que incluye varios estudios
epidemioldgicos con importantes tamafios muestrales, las infecciones agudas son
un factor de riesgo de ETV, fundamentalmente en el caso de las infecciones
respiratorias y urinarias. Ademas de la localizacion de la infeccidn, otras
caracteristicas de la infeccién, como son el agente etioldgico, o la de reposo en la

cama, podrian ser determinantes en la caracterizacion del riesgo trombdtico.

1.3. Fisiopatologia de la TEP

La TEP aguda impacta directamente sobre la circulacién pulmonar y el intercambio
gaseoso, y existe una evidencia creciente sobre el papel de la inflamacién en la

fisiopatologia de la enfermedad.

1.3.1. Afectacion cardiocirculatoria

Desde el punto de vista hemodindmico, inicialmente se puede producir un
aumento brusco de las resistencias vasculares pulmonares que puede conllevar
el desarrollo de una hipertensién pulmonar aguda y una sobrecarga aguda de
presion sobre las cavidades cardiacas derechas.®® La fisiopatologia y las
manifestaciones clinicas de la TEP dependen principalmente de tres factores
principales que condicionan la respuesta hemodinamica: a) la extension de la
oclusion vascular pulmonar y el tamafo del coagulo; b) la reserva cardiopulmonar
previa del paciente; c) el efecto neurohormonal. La embolia pulmonar impacta por
lo tanto de forma variable tanto en la circulacién sanguinea como en el intercambio

gaseoso, y la descompensacion hemodinamica no ocurre Unicamente como
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consecuencia de la obstruccion mecéanica del flujo sanguineo pulmonar, ya que
también van a intervenir distintos mediadores liberados a la circulacién sanguinea
(figura 2).53

Figura 2: Fisiopatologia de la tromboembolia pulmonar aguda e impacto en

la circulacion pulmonar y sistémica.
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Abreviaturas: GC, gasto cardiaco; VD, ventriculo derecho; VI, ventriculo izquierdo.

En la TEP aguda, la disfuncién del ventriculo derecho es un sindrome rapidamente
progresivo caracterizado por la congestion sistémica resultante del trastorno
producido en el llenado del ventriculo derecho y/o el descenso en la fraccion de
eyeccion del ventriculo derecho. Por lo tanto, la disfuncién ventricular derecha es
el signo principal del impacto pernicioso que acontece en la TEP aguda sobre las
cavidades cardiacas, producida por el incremento agudo de la presion del
ventriculo derecho, y que es causa principal de la muerte precoz por la TEP. De
este modo, el colapso hemodinamico sera la situacion final y mas grave que puede

acontecer como consecuencia de esta disfuncion ventricular derecha (figura 3).
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Adicionalmente, la TEP aguda puede causar dafio miocéardico por isquemia del
ventriculo derecho, lo que se explica principalmente por el desequilibrio entre el
aporte y la demanda de oxigeno a nivel de los cardiomiocitos expuestos a esta
situacion de incremento de la tensidén parietal del ventriculo derecho; Ademas,
también puede producirse una compresion de la arteria coronaria derecha que
favorece la isquemia miocérdica. Este dafio miocardico implica también una

disminucion en la fuerza contractil del ventriculo derecho.

Figura 3: Relacion entre la gravedad de la tromboembolia pulmonar aguda
y el prondstico.
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Abreviaturas: DVD, disfuncién ventricular derecha; TEP, tromboembolia de pulmén.

1.3.2. Afectacion pulmonar

En el seno de una TEP aguda, la oclusion mecanica de las arterias pulmonares
causa primariamente una redistribucién del flujo sanguineo en los pulmones,
reduciendo el lecho vascular pulmonar sobre el que se realizara el intercambio
gaseoso. En consecuencia, se origina un trastorno en la relacion
ventilacion/perfusion pulmonar, por el desarrollo de mas zonas correctamente

ventiladas, pero inadecuadamente perfundidas en las areas del pulmén
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embolizadas, que condicionan un incremento del espacio muerto. Paralelamente,
pueden aparecer zonas perfundidas no ventiladas en areas no afectadas por las
oclusiones trombéticas, que condicionan un mayor shunt.6485 En consecuencia,
se produce una interferencia en el intercambio gaseoso que caracteristicamente
causa un descenso de la presion arterial de oxigeno con un incremento del
gradiente alveolo-arterial de oxigeno. Todo lo anterior traduce, en definitiva, una
situacién de ineficiencia ventilatoria asociada a la TEP aguda.®® Secundariamente,
por la estimulacion de los quimiorreceptores, se puede producir una
hiperventilacion alveolar. Por lo tanto, los pacientes con TEP pueden presentar
una hipocapnia y una alcalosis respiratoria secundaria al incremento de la

ventilacion minuto total.

Ademaés, en caso de existencia de un foramen ovale, cuando la situacion
hemodinamica aguda de la TEP condiciona una elevacion en las presiones de las
cavidades derechas, puede producirse un cortocircuito derecha-izquierda a nivel
intracardiaco, por la inversiéon en el gradiente de presion existente entre la auricula
derecha y la auricula izquierda. Este fenomeno, ademas de incrementar el riesgo
de embolia paradgjica e ictus, puede causar una hipoxemia mas marcada,

debiendo ser sospechado en pacientes con hipoxemias mas graves.%®

Por dltimo, en pacientes con trombos mas periféricos, en las arterias pulmonares
de pequeio tamafo pueden producirse zonas de hemorragia alveolar e infarto
pulmonar, con pleuritis y derrame pleural, lo que disminuye la distensibilidad
pulmonar y empeora la relaciéon ventilacion-perfusién, contribuyendo a esta

hipoxemia asociada a la TEP.

1.3.3. Inflamacién e infeccién en la fisiopatogenia de la TEP

La patogénesis de la TEP es compleja y la inflamacién predispone al desarrollo de
la enfermedad.®” La inflamacion activa a las células endoteliales, a las plaguetas
y los leucocitos favoreciendo la activacion de la coagulacion. Pero la inflamacion
no sélo inicia la cascada de la coagulacién, sino que también puede producir una
coagulopatia de consumo y un incremento de las citocinas, quimiocinas y
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leucocitos. La inflamacién es por lo tanto un factor de riesgo importante de ETV.58
Asi, distintos estados proinflamatorios tales como las infecciones, las sepsis o las
enfermedades inflamatorias intestinales se han asociado con la aparicién de
ETV.%%70 Ademas, la inflamaciéon se ha asociado con estados de disbiosis,
aumento de la permeabilidad intestinal y la produccion de metabolitos especificos
que podrian predisponer a un mayor riesgo de trombosis.®®

En la TEP aguda, la presencia de una respuesta inflamatoria aguda favorece la
activacion plaquetaria y el reclutamiento de neutrdfilos, que ya se ha asociado a
un peor prondstico en los pacientes con TEP aguda.”*’? Por el contrario, se puede
producir una disminucion de los linfocitos en respuesta a la liberacion de
adrenalina y glucocorticoides durante la activaciéon simpatica.”® Por lo tanto, la
inflamacion sistémica, producida o no por una infeccion subyacente, parece tener

también un papel importante en la patogénesis de la enfermedad.

Algunos trabajos sustentan el papel de la respuesta inflamatoria asociada con la
TEP aguda. Esta inflamacion, tanto sistémica como mas local a nivel del miocardio
del ventriculo derecho, podria contribuir también al desarrollo de disfuncion

ventricular derecha.” 76

Asi, algunos trabajos han observado un peor prondstico en los pacientes con TEP
con valores elevados de interleucina (IL) 6.”” Similarmente, se ha investigado el
papel prondstico de algunos indices celulares, como la relacion neutrofilo-linfocito
(NLR) o la relacion plagueta-linfocito (PLR), que aportan una informacion integral
del estado inflamatorio y de inmuno-trombosis de los pacientes con TEP.73.75.78.79
Un metaanalisis reciente que incluy6 siete estudios retrospectivos de 2.323
pacientes encontré una mayor mortalidad global en aquellos pacientes con valores
mas elevados de NLR (OR 10,13; IC95% 6,57-15,64) y de PLR (OR 6,32; IC95%
4,52-8,84).80

Con respecto al papel de las infecciones en la fisiopatogenia de la TEP, datos del
registro RIETE muestran que, en pacientes inmovilizados debido a una infeccion,
la ETV presenta unas caracteristicas diferentes a las del resto de pacientes con

antecedente de inmovilizacién por otros motivos.*® Entre estas caracteristicas, los
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pacientes inmovilizados por una infeccion desarrollan mas precozmente la ETV y,
en el caso de infecciones respiratorias, se presentan mas frecuentemente como
TEP; ademas, la inmovilizacion por infeccidén se asocia a una menor tasa de riesgo

de sangrados fatales y de muerte por TEP a los 3 meses.*®

1.4. Papel fisiologico del microbioma humano

Aunque la era de las 6micas ha supuesto un avance muy significativo en todos los
aspectos de la investigacion cientifica, su impacto ha sido particularmente
evidente en los estudios de las comunidades microbianas y el microbioma

humano.8!

El microbioma humano engloba los genomas colectivos de todas las bacterias,
arqueas, virus eucaridgticos, bacteriéfagos, hongos y protozoos que colonizan el
cuerpo, adquiridos tanto por transmision vertical como por exposicion al medio
ambiente.®? El término microbioma se refiere al niimero total de microorganismos
y su material genético, que se usa en contraposicion al término microbiota, que es

la poblacién microbiana presente en los diferentes ecosistemas del cuerpo.*

Desde el 2008, afio en el que se inici6 el proyecto Human Microbiome, se empez6
a caracterizar el microbioma relacionado con salud, a través de su andlisis
pormenorizado en 300 voluntarios sanos.®® Este hito ha sentado las bases del
conocimiento sobre el microbioma, tanto de la diferente distribucion por regiones
corporales, como de su importante participacion en las funciones fisiol6gicas del
organismo de sujetos sanos, que incluyen la digestion, el metabolismo y la

respuesta inmunolégica.*

Este conocimiento ha sido desarrollado utilizando enfoques metagendmicos,
metatranscriptdmicos, metaprotedmicos y metabolomicos. El desarrollo de las
nuevas herramientas de secuenciacion masiva permite realizar un analisis masivo
de datos, capaces de analizar metagenomas completos en poco tiempo y menor
coste; el perfeccionamiento de las técnicas meta-6micas, particularmente las del
gen que codifica la subunidad 16S del acido ribonucleico ribosomal (ARNTr),
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solventan los problemas asociados a los métodos clésicos de diagnéstico basados
en el cultivo. Esto ha favorecido la identificacion y asignacién taxonémica de la
mayoria de los microorganismos sin necesidad de cultivarlos.8 De esta manera
se identifican los microorganismos que estan presentes en los diferentes érganos
del cuerpo humano y la funcion que desempefian en su interaccion con el

huésped.®

Los principales nichos de microorganismos en el cuerpo humano son el tracto
gastrointestinal, la cavidad oral, el tracto urogenital, la piel y las vias aéreas
superior e inferior.86 Se estima que sdélo el microbioma de localizacién intestinal
contiene 150 genes mas que el ser humano, existiendo una interaccion constante
entre ambos.®” Mdltiples estudios han demostrado que cada region corporal se
caracteriza por determinadas comunidades de microbios y que cada persona se
caracteriza por un microbioma diferente, Gnico.® Esta variabilidad interpersonal
se debe a diferencias en la carga genética, del origen geografico, la edad, los
estilos de vida, la dieta y de la exposicién a determinados microbios, asi como a
antibiéticos o probioticos.®>8° Ademas, se ha demostrado que la composicion del
microbioma también se ve afectada por eventos tempranos en la vida como el
modo de parto, la edad gestacional, la hospitalizacion y el método de
alimentacion.®® Sin embargo, la composicién del microbioma es relativamente
estable a lo largo de la vida, si bien puede verse alterada por determinados
elementos exdgenos.®! Finalmente, la abundancia relativa de unas especies frente
a otras y la variabilidad entre individuos es explicada por diferencias genéticas y
factores medioambientales, incluyendo la dieta y la utilizacion de antibiéticos
(figura 4).88

Este complejo ecosistema y la interaccion con el microbioma humano beneficia al
hospedador, ya que algunas de las funciones del microbioma incluyen la
conversion de nutrientes y la proteccion frente a microorganismos patogénicos.®?
La microbiota, fundamentalmente la localizada en el tracto digestivo, ha emergido
en los ultimos afios como un regulador fundamental en la respuesta inflamatoria

sistémica e inmunoldgica.®3-%6
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Hay una importante relacién entre el microbioma intestinal, su barrera epitelial y el
sistema inmune. Las células intestinales, ademas de actuar como barrera,
detectan a los microorganismos mediante los receptores Toll-like (TLR) y otros
patrones de reconocimiento, cuya activacion desencadena la activacion del
sistema inmunolégico.®” Los TLRs también median en la interacciéon entre
plaguetas y neutréfilos con la formacion de trampas extracelulares de neutréfilos
(NETSs), que contribuye a la agregacion plaqguetaria. Por lo tanto, el microbioma
puede afectar al sistema inmunoldgico y favorecer el fenbmeno de inmuno-
trombosis.%® Mas alla de su actividad sobre el sistema inmune, el microbioma

intestinal también se encarga de funciones metabdlicas.®®

En resumen, actualmente conocemos que son numerosas las funciones
fisioldgicas del microbioma humano, asi como sus interacciones con el
hospedador, aunque aun no comprendemos bien muchos de los mecanismos

implicados. %9101
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Figura 4: Evolucion de la composiciéon de la microbiota alo largo de la vida
y factores modificadores.
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1.5. Papel del microbioma humano en condiciones de enfermedad

El microbioma, con sus funciones dentro del organismo humano, a nivel tanto local
como sistémico, es considerado fundamental para la vida.? Las diferencias en su
composicién ejercen una influencia contrastada en los estados de salud y
enfermedad. Asi, el desequilibrio en la composicion del microbioma se denomina
disbiosis.®92 En los Gltimos afios han ido apareciendo exponencialmente una gran
cantidad de publicaciones cientificas que vinculan las diferencias en la
composicién microbiana a estados de salud y de enfermedad en distintos 6érganos
y tejidos. Mas concretamente, la disbiosis se ha asociado con algunas situaciones
de enfermedad.?

32



Introduccion

Debe subrayarse que el impacto de la disbiosis va mas alla de las enfermedades
infecciosas. De hecho, los desequilibrios del microbioma también estan
relacionados con enfermedades consideradas no transmisibles.’®® De esta
manera, se ha identificado la asociacién de distintas alteraciones en el microbioma
con determinadas condiciones clinicas y con el desarrollo de distintas
enfermedades consideradas clasicamente como no transmisibles, tan distintas
entre si como la diabetes, el cancer, el asma, el autismo o las enfermedades

inflamatorias intestinales.99:104-113

De hecho, en modelos animales de enfermedades no transmisibles, se ha
demostrado que el trasplante de una microbiota dishiética a animales sanos
favorece el desarrollo de enfermedad.!*4''> En este sentido, la inflamacion
favorece la disbiosis y una mayor permeabilidad intestinal, con mayor produccion
y la liberacién de determinados metabolitos a la circulacién sanguinea.®® Ademas,
también se han identificado mecanismos inmunoldgicos y microbiolégicos que
afectan directamente a la eficacia de los tratamientos en el manejo de
enfermedades oncologicas y cardiovasculares, o bien que influyen en la

supervivencia de la enfermedad injerto contra huésped.110.116-118

Desde una perspectiva de la utilidad de estos conocimientos para la practica
clinica, y aplicado a la ETV, la mejor comprension de la relacion entre el
microbioma, especialmente sus alteraciones en la composicién, y los estados de
enfermedad nos permitiria: 1) diferenciar a pacientes con esta enfermedad
respecto a sujetos sanos, e incluso poder realizar diagndsticos mas precoces; 2)
predecir la evolucion de la enfermedad, esto es su prondéstico, mediante
biomarcadores derivados del microbioma con utilidad prondstica; 3) obtener
nuevas formas de tratamiento, e incluso de prevencion, mediante la correcta
intervencidn exdgena, que permita modular el microbioma con el objetivo de
restaurar un “microbioma sano” relacionado con el estado de salud. De hecho, ya
se han probado distintas estrategias personalizadas de intervencién sobre el
microbioma humano para el manejo de distintas enfermedades; asi, se modifica
la microbiota de determinadas localizaciones de forma intencionada, mediante
dietas, antibidticos, trasplante de microbiota, pero sobre todo la suplementacién
microbiana con probidticos;'*°'?! con ello, se buscar inclinar el equilibrio
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microbiano desde un estado relacionado con la enfermedad hacia un estado

relacionado con salud.®®

1.5.1. Importancia de los metabolitos derivados del microbioma en su

evaluacion funcional

En cualquier caso, parece que los tipos de especies microbianas no son tan
determinantes en el estado de salud, y que esta radica principalmente en la
correcta funcionalidad del microbioma. El microbioma debe ser considerado
practicamente como un organo endocrino, con capacidad para interaccionar con
moléculas de sefializacién circulantes dentro del huésped. ElI microbioma se
encarga de la produccion de cientos de moléculas con efectos biologicos a
distintos niveles y actuando en distintas vias patogénicas, como ha sido

demostrado en modelos tanto animales como humanos.122

Por lo tanto, diferencias en la composicidon microbiana, pero sobre todo de su
funcion, se han vinculado a estados de salud (i.e., eubiosis) y de enfermedad (i.e.,
dishiosis) en distintos 6rganos y tejidos.>62110 Por este motivo, ademas de la
composicién taxondmica, resulta de utilidad la evaluacidon de determinados
metabolitos de produccién exclusivamente bacteriana que informen sobre su

impacto metabdlico en el ecosistema.1?2123

El microbioma intestinal sano se encarga de procesar y digerir acidos grasos de
cadena corta (AGCC) mediante la fermentacién de los carbohidratos y las
proteinas que escapan a la absorcion intestinal durante la digestion.® Estos
AGCC si se pueden absorber con mas facilidad en el intestino distal.*?*1?5 Los
AGCC comprenden a acidos grasos volatiles con cadenas menores de 7
carbonos, que incluyen, entre otras a los siguientes metabolitos: &cido acético,
acido propibénico, acido isobutirico, acido butirico, acido valérico y acido

isovalérico.

Estos son algunos de los principales metabolitos derivados del microbioma, que
van a tener un papel mas alla de la funcién energética. Estos AGCC actuan como
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moléculas sefializadoras e inmunomoduladoras.®® Asi, los AGCC se encargan de
sefalizar vias patogénicas mediante su union a receptores acoplados a la proteina
G (GPR), como los receptores GPR41 y GPR43, que se expresan en tejido
adiposo, en intestino y en las células inmunes.'?61?” |os GPR43 son
fundamentales para el reclutamiento de los neutrofilos, y la interaccion entre
AGCC y GPR43 es determinante en la regulacion de la respuesta inflamatoria.?®
De hecho, la ausencia de receptores GPR43 se asocia a una mayor produccion
de mediadores inflamatorios y, similarmente, los AGCC disminuyen la produccién

de citocinas inflamatorias mediante la inhibicién del factor nuclear kappa B.12%:130

Ademas de los AGCC, entre las moléculas producidas por el microbioma se
incluyen también, entre otras, la N-6xido de trimetilamina (TMAO), acidos biliares,

el péptido YY y el glucagén-like péptido 1 (GLP-1).1%!

Estos metabolitos derivados del microbioma intestinal han emergido en los ultimos
afios como elementos clave en la modulacion de la inflamacion y de otras
funciones criticas del organismo, por lo que son dianas prometedoras para el
estudio de distintas enfermedades.112113 Asi, cuando el microbioma se ve alterado,
se produce una disbiosis intestinal con el crecimiento excesivo de ciertas bacterias
que pueden dar lugar a alteraciones en la produccién de estos metabolitos
derivados del microbioma, destacando la sobreproduccion de TMAO a partir del

metabolismo de fosfatidilcolina, colina y carnitina.3!

1.5.2. Microbioma humano en la enfermedad cardiovascular

Las enfermedades cardiovasculares constituyen en la actualidad la primera causa
de morbilidad y mortalidad en los paises desarrollados.'®?> ElI microbioma
interactba con el huésped a través de diversos mecanismos, incluido el sistema
cardiovascular. En los ultimos afos, se han publicado varios trabajos que han
aportado informacion relevante sobre el papel del microbioma, fundamentalmente
de la microbiota intestinal, en la apariciébn y desarrollo de distintos trastornos

metabdlicos y enfermedades cardiovasculares.’’1%° Ademas, distintas
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enfermedades con riesgo de trombosis se han asociado con disbiosis.®
Consecuentemente, se ha generado un enorme interés cientifico en conocer mejor
las conexiones entre el intestino y el corazén (figura 5).1°2 En este sentido, los
metabolitos derivados del microbioma intestinal han emergido como elementos
clave en la modulacion de la inflamacion, relacionandose con distintos factores de

riesgo implicados en la génesis de eventos cardiovasculares.'2113

Figura 5: Esquemade los efectos de lamicrobiota intestinal y su microbioma
en los factores de riesgo cardiovascular y el desarrollo de eventos

cardiovasculares.

Microbiota
intestinal
Toxinas y TMAO
urémicas AGCC l
|
v hj v v
Disfuncion de la _ Metabolismo del 1 Actividad Aterosclerosis
barrera intestinal huésped plaquetaria
\ Y Y |

Enfermedad | | Hipertension

renal cronica arterial

t i

| Obesidad || DM

Enfermedad cardiovascular

Abreviaturas: AGCC, acidos grasos de cadena corta; DM, diabetes mellitus; TMAO, N-
oxido de trimetilamina.

También ha sido ampliamente estudiado cdémo influye el componente
microbiolégico (y, por lo tanto, del microbioma) en otros factores de riesgo
cardiovasculares, como sucede en la obesidad o en el desarrollo de la diabetes
tipo 2.115133 | a disbiosis se ha relacionado con enfermedades metabdlicas, que
son factores de riesgo para el desarrollo de trombosis arterial y venosa (figura
36
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6).131 En un trabajo de casos-controles se identificd una asociacion entre la mayor
presencia de determinados microbios y el riesgo de enfermedad cardiovascular a
lo largo de la vida.'®* Ademas, la obesidad, uno de los factores de riesgo de
trombosis mas reconocidos, se ha relacionado con alteraciones en el
microbioma.*® El succinato, un metabolito producido por el microbioma intestinal,
se encuentra elevado en pacientes obesos y se ha demostrado su rol en la
inflamacién crénica y en distintas enfermedades cardiovasculares.'2¢ En la misma
linea, modelos animales han demostrado que el trasplante fecal de microbiota de

animales obesos a animales libres de gérmenes induce una ganancia de peso.*®

Figura 6: Fisiopatologia comun de la trombosis venosay arterial.
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+
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“, Fibrina
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Trombosis venosa Aterotrombosis

La hipertension arterial, que es el principal factor de riesgo cardiovascular, y esta
influida tanto por factores genéticos como medioambientales, se ha asociado con
determinados perfiles disbiéticos del microbioma.'3’” Son varias las publicaciones
recientes que apoyan el papel del microbioma humano en la modulacion de la

presion arterial sistémica, mediado por diferentes vias patogénicas,
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relacionandose con el desarrollo de la hipertension arterial.''® Entre estos
mecanismos patogénicos se incluyen modificaciones en la expresion genética
inducida por el microbioma en el huésped, la activacion de vias de sefializacion a
través de receptores GPR, la activacion directa de células inmunes, y la
inflamacion sistémica asociada al dafio de la barrera epitelial intestinal,
ocasionado por la disbiosis intestinal.138 Estas alteraciones activan mecanismos
tradicionalmente asociados a la regulacion de la presion arterial, como son el
sistema renina-angiotensina-aldosterona, el sistema nervioso auténomo y el

sistema inmunoldgico.

La TMAO, derivado del metabolismo de la fosfatidilcolina y la L-carnitina, es el
biomarcador derivado del microbioma que mas frecuentemente ha sido
relacionado con la enfermedad cardiovascular.*3%14° Valores mas elevados de
TMAO incrementan el riesgo de eventos cardiovasculares, fundamentalmente por
un aumento del riesgo de desarrollo de infartos de miocardio e infartos

cerebrales.19?

Estudios in vitro han observado el papel de la TMAO en la actividad plaquetaria;
mas concretamente, la TMAO parece modular la movilizacion plaquetaria
dependiente de calcio, lo que incrementa la respuesta plaquetaria y la activacion
de monocitos y macréfagos; estos resultados apoyan y hacen plausible el
potencial impacto de la TMAO en la fisiopatologia de la trombosis arterial y de la
aterosclerosis.'#!142 Consecuentemente, valores mas elevados de este metabolito
derivado del microbioma podrian predisponer a un mayor riesgo de eventos

cardiovasculares y, consecuentemente, a una mayor mortalidad.43

Algunos trabajos han evidenciado como los AGCC modulan la presion arterial
sistémica a nivel renal mediante la secrecién de renina.'** Ademas del papel de
los metabolitos derivados del microbioma, en algunos trabajos se ha reportado
qgue es la propia disbiosis microbiana la que se relaciona con la aparicion de
hipertensién arterial.1#>146 Por Gltimo, se ha evaluado el papel de la inflamacién
cronica en larelacion de la hipertension arterial con el desequilibrio del microbioma

intestinal; se ha observado que esta relacion podria estar mediada por una neuro-
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inflamacién, un incremento en la actividad simpéatica y trastornos en el sistema

inmunoldgico (también mediado por los AGCC), entre otros.47-149

Figura 7: Hipdtesis fisiopatoldgica de las potenciales relaciones entre la

disbiosis y un estado de hipercoagulabilidad:
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Abreviaturas: DM, diabetes mellitus; ETV, enfermedad tromboembdlica venosa; HTA,
hipertension arterial; TMAO, N-Oxido de trimetilamina.
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La TMAO incrementa sus niveles plasmaticos a las 4-8 horas de la ingesta de
alimentos con fosfatidilcolina o L-carnitina, por lo que los vegetarianos y los
veganos (ambos con dietas libres de L-carnitina) producen menos TMAO en
comparacion con sujetos omnivoros, representando una nueva demostracion de
la importancia de la nutricion en la susceptibilidad a las enfermedades
cardiovasculares.’*? Asi, se ha demostrado el impacto exdgeno sobre este
mecanismo de la TMAO en distintos modelos animales, incluyendo dietas,
antibiéticos e incluso farmacos inhibidores de la TMAQ.41.150-152 Generalmente,

los tratamientos antibidticos reducen los niveles de TMAQ.139.143

A pesar de los numerosos trabajos existentes que apoyarian la existencia de
relaciones entre el microbioma y distintas enfermedades cardiovasculares, sobre
todo con la hipertension arterial, la cardiopatia isquémica y los eventos
cerebrovasculares, apenas existen estudios que relacionen al microbioma con el
desarrollo y/o el pronostico de la TEP, si bien esta potencial relacion

etiopatogénica es plausible biolégicamente (figura 7).

Aungque aun no se comprendan completamente los mecanismos que explican la
mayor incidencia de eventos cardiovasculares tromboticos relacionados con la
TMAO, los estudios observacionales publicados sustentarian que esta sea una
potencial diana terapéutica, atenuando el riesgo trombético sin suponer un mayor
riesgo de complicaciones hemorragicas y, por lo tanto, aplicable para optimizar el
manejo de la ETV.%8 Por lo tanto, el estudio de la relacién entre el microbiomay la
TEP nos podria permitir descubrir nuevos factores microbianos relacionados con
el microbioma que pueden actuar como dianas diagnosticas y terapéuticas de la
TEP (figura 8).
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Figura 8: Estrategias de intervencién sobre el microbioma y potencial
impacto en la salud humana dirigida a la enfermedad tromboembdlica

venosa.:
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1.6. Justificacion del estudio:

El manejo terapéutico de la TEP estd fundamentalmente sustentado en la
anticoagulacion, desde que en 1960 Barritt et al. demostraron la eficacia de la
heparina sodica y los antivitamina K en un ensayo clinico controlado con placebo
realizado en 73 pacientes con TEP; los autores observaron una reduccion
significativa, tanto de las muertes por la TEP como de las recurrencias
trombdticas, en el grupo de pacientes tratados con anticoagulacion.®® Ademas,
varias décadas antes, se habian reportado las primeras series de casos de
humanos que habian recibido heparinas, publicadas por Murray y Best en 1936, a
la sazon ya con resultados favorables tanto en profilaxis antitrombética como en
tratamiento de la TEP. Actualmente, cerca de un siglo después de estos hitos, la
anticoagulacion sigue siendo considerada la terapia de eleccion en la mayoria de

los pacientes que sufren una embolia de pulmén con estabilidad hemodinamica y
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gue no presentan una contraindicacibn absoluta para el tratamiento

anticoagulante.%31154.155

En la compleja etiopatogenia de la TEP participan distintos factores de riesgo,
genéticos y adquiridos, si bien en ocasiones no se llega a identificar ningan factor
de riesgo subyacente.'56-158 Asi pues, resulta critico identificar nuevos factores de
riesgo modificables que nos permitan mejorar la prevencion, tanto primaria como
secundaria, de la enfermedad.36:159-161 Ademas, cada vez disponemos de mas
evidencia sobre la complejidad de la fisiopatologia de la TEP aguda, que va mas
alla de la propia formacion de los coagulos.1216:49.73 Este mayor conocimiento
esta permitiendo ampliar las dianas farmacologicas (y no farmacoldgicas) en aras
de la optimizacién del manejo de esta enfermedad. De hecho, actualmente se
investiga sobre el impacto de otras terapias adicionales y complementarias, como
son los antiinflamatorios no esteroideos, las estatinas, el oxigeno suplementario e
incluso la presién positiva continua sobre la via aérea (CPAP) en pacientes con
apnea obstructiva del suefio concomitante. Queda por aclarar el potencial efecto
beneficioso de estas intervenciones complementarias en distintas variables de
resultados de eventos adversos cardiovasculares, asi como en la prevencion

primaria y secundaria de la ETV.74.76,162-169

De forma similar, en las Ultimas décadas se ha investigado y aumentado el
conocimiento sobre el papel que juegan los distintos factores de riesgo etioldgicos
asociados al desarrollo de la propia TEP, y mas concretamente sobre el relevante
rol que juegan la inflamacién y las infecciones, tanto clinicas como subclinicas, en
el riesgo incrementado de presentar episodios tromboembdlicos venosos; esto se
ha explicado por su potencial actuacién sobre los mecanismos etiopatogénicos
clasicos de la triada de Virchow (figura 1): la hipercoagulabilidad, la estasis

venosa y, sobre todo, la disfuncién endotelial.4?:46.170.171

Cada vez disponemos de mas evidencia sobre el rol de la inflamacién como
mecanismo trombogénico y factor de riesgo en la TEP.172174 Asf, la TEP aguda se
ha asociado con procesos inflamatorios sistémicos y con distintas alteraciones
metabdlicas.t’>176 La inflamacién produce una activacion de las células
endoteliales, de las plaquetas y de los leucocitos, lo que favorece el inicio de la
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cascada de la coagulacion. De hecho, los leucocitos activados son una fuente
fundamental de liberaciébn de moléculas procoagulantes, que puede estimular la
formacion de coagulos; asi sucede con los NETs, que estan compuestas de ADN,
histonas y proteinas antimicrobianas, con capacidad para promover la
trombosis.!’” Ademas, algunos trabajos apoyan que la inflamaciéon, local y
sistémica, asociada a un proceso infeccioso tiene también un papel determinante
en el pronéstico de los pacientes con una TEP aguda.4?46.73-75170,171,178 Fj|
microbioma podria influir en la salud del endotelio vascular, que es esencial para

una correcta funcionalidad del sistema cardiovascular.

Al hilo de lo anterior, el mayor conocimiento del microbioma humano y la
interaccion entre los microbios y el huésped ha evidenciado la importancia critica
que tiene su adecuado equilibrio (o eubiosis) en el correcto funcionamiento del
organismo Yy, consecuentemente, en el desarrollo de patologias que van mas alla
de las enfermedades puramente infecciosas.?103104.110 | 3 disbiosis, es decir, un
desequilibrio en la composicion de las bacterias (e.g., intestinales o microbiota
intestinal), contribuye a la inflamacion crénica en el organismo, favoreciendo un
aumento de la permeabilidad intestinal, permitiendo que el lipopolisacarido
derivado del microbioma, una endotoxina bacteriana, ingrese a la circulacion
sanguinea, desencadenando respuestas inflamatorias.’3® Ademas, estos
lipopolisacéaridos bacterianos intestinales pueden unirse a los TLRs y activar la
cascada de la coagulacion.®® Esta interaccion seria bidireccional, ya que el propio
estado inflamatorio se asocia tanto con el desarrollo de disbiosis, como con un
aumento de la permeabilidad intestinal y la produccion de distintos metabolitos

especificos.1%0

Esta interaccion entre los microbios y el huésped en cualquier situacion patologica
puede ayudarnos a descubrir posibles etiologias y vias patogénicas de la
enfermedad. Distintos trabajos han reportado el relevante papel especifico del
microbioma intestinal en distintas entidades con sustrato inflamatorio (e.qg.,
obesidad, enfermedad inflamatoria intestinal y distintas enfermedades
autoinmunes). Consecuentemente, se ha planteado el interés en lograr modular
este microbioma como una opcion terapéutica.l’®8l Mas alld de las

enfermedades mas caracteristicamente inflamatorias, la inflamacion se ha
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relacionado también con distintas enfermedades cardiovasculares, como son la
aterosclerosis, la hipertension arterial y la cardiopatia isquémica.l%810 En esta
misma linea, se han observado que determinados perfiles del microbioma
alterados se relacionan con la presencia de determinadas enfermedades

cardiovasculares.112

Este aumento progresivo en el conocimiento del microbioma humano y de su
relevante rol en la génesis de distintas enfermedades cardiovasculares genera
interés en cuanto a su aplicabilidad para la TEP aguda. Se plantea este interés
fundamentalmente desde dos perspectivas. En primer lugar, conocer su potencial
rol en la génesis de la ETV y de embolia de pulmén tendria utilidad en la
prevencion.®* Asi mismo, conocer su impacto en la fisiopatologia de la TEP podria
ser (til desde la perspectiva de optimizar el tratamiento.1°-10® Consecuentemente,
se plantea la hipétesis de su potencial utilidad como diana terapéutica en la TEP,
mediante la modulacién externa del microbioma, con objetivos tanto de prevencion
primaria, como de tratamiento del evento tromboembdlico venoso. En cualquier
caso, el papel del microbioma en la TEP apenas ha sido estudiado hasta la fecha,
por lo que el presente estudio nace del interés en descifrar la variabilidad de la
composicion microbiana, y consecuentemente del microbioma, en los pacientes
gue padecen una TEP aguda.®? La mejor comprension de la interaccion entre los
microbios y el huésped en cualquier situacién patolégica puede ayudarnos a
descubrir posibles etiologias y vias patogénicas de la enfermedad. Esta relacion
apenas ha sido estudiada hasta la fecha en la ETV, y mas concretamente en la
TEP.8418 | ograr descifrar las posibles variaciones interindividuales en la
composicién polimicrobiana especifica, y del microbioma, durante el inicio de la
TEP podria abrir un nuevo campo de investigacion en el desarrollo de la medicina

personalizada en la ETV dirigido por el microbioma.

Respecto a la plausibilidad biolégica, en este trabajo de investigacion nos
planteamos que los pacientes con una TEP aguda podrian presentar diferencias
en el microbioma respecto a los individuos sanos, como ya se conoce que sucede
en otras enfermedades cardiovasculares.109112113 Ademas, estas diferencias

podrian existir también entre pacientes con TEP dependiendo de la presencia o
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no de determinados factores de riesgo trombdticos externos, e incluso ser

predictores de una peor evolucion.

En el andlisis del microbioma, mas alla de la composicion taxonémica de la
microbiota de un 6rgano concreto, es necesario descifrar el impacto metabdlico
del ecosistema. ElI microbioma puede producir metabolitos, que son moléculas
pequefias que tienen efectos en el cuerpo. Por ello, resulta pertinente la
evaluacion de los metabolitos finales, de produccion exclusivamente bacteriana
(e.g., TMAO, AGCC), dado que éstos son capaces de ejercer funciones
remotas.'?2123 Algunos de estos metabolitos podrian tener efectos beneficiosos o

perjudiciales en el sistema cardiovascular.

Por otro lado, no es habitual la obtencion de muestras organicas no sanguineas
para estudio microbiol6gico, como son las heces y muestras respiratorias, en los
pacientes con una TEP aguda. Por el contrario, si se considera practica habitual
de manejo de la TEP aguda la obtencion de muestras de sangre venosa periférica,
ya que aportan informacion de utilidad para su manejo. Por lo tanto, el andlisis de
los principales metabolitos bacterianos que circulan por la sangre periférica
supone una aproximacion muy practica para evaluar las caracteristicas del

microbioma en los pacientes diagnosticados de una embolia de pulmaon.

Por todo lo anterior, este estudio de evaluacion del microbioma en la
tromboembolia pulmonar aguda (estudio MICTEP) supone el primer acercamiento
a las potenciales interrelaciones del microbioma con la TEP constituyendo el inicio
de una nueva y estratégica linea de investigacion del grupo de investigacién del
Proyecto de Investigaciéon Integrado (PIl) de Circulacién Vascular Pulmonar de la
Sociedad Espafiola de Neumologia y Cirugia Toracica (SEPAR), en el abordaje
del mejor conocimiento de la TEP; El estudio MICTEP se propone asi como punto
de partida y generador de nuevas hipoétesis que permitan orientar y dirigir los
objetivos de futuras investigaciones sobre el papel del microbioma en la TEP

aguda para el grupo de trabajo.
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1.7. ¢ Cual es nuestra hipotesis de trabajo?

Se considera plausible biol6gicamente que los pacientes que sufren una TEP
aguda pueden presentar una alteracion en la composicion del microbioma
(disbiosis), que podria actuar como mecanismo causal en el desarrollo del evento
tromboembdlico venoso, si bien también podria ser consecuencia del episodio de

trombosis.

Por lo tanto, nuestra hipétesis es que el microbioma de sujetos sanos sera
diferente al de pacientes recién diagnosticados de una TEP. Ademas, en
comparacion con los pacientes que presentan una TEP provocada por un factor
de riesgo identificado, los pacientes que presentan una TEP sin factores de riesgo
identificados, los antes llamados no provocados o idiopaticos, presentaran un
perfil del microbioma diferente, que explicaria el desarrollo del evento
tromboembdlico venoso a pesar del caracter “idiopatico”. Por ultimo, determinadas

alteraciones del microbioma podrian ser predictores prondsticos.

La posible influencia del microbioma en el proceso tromboembdlico puede estar
en relacién con los metabolitos bacterianos que son secretados en los diferentes
ecosistemas del cuerpo humano, que pueden ser absorbidos y circular en sangre
periférica. Asi pues, nos proponemos encontrar estos hallazgos en los metabolitos

derivados del microbioma obtenidos de muestras sanguineas.
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2. OBJETIVOS DEL ESTUDIO:

Objetivo principal:
- Comparar el perfil diferenciador del microbioma en pacientes

diagnosticados de una TEP aguda con respecto a controles sanos.

Objetivos secundarios:

1. Identificar perfiles del microbioma segun factores de riesgo para TEP.

2. Analizar los biomarcadores de inflamacion en sujetos sanos y pacientes
con TEP.
- 3. Analizar los biomarcadores de coagulacion en sujetos sanos y pacientes
con TEP.

- 4. Correlacion e integracion de los metabolitos derivados del microbioma

con los parametros inflamatorios y de la coagulacion.

49






MATERIAL Y METODOS:







Material y métodos

3. MATERIAL Y METODOS:

3.1. Disefio del estudio

Estudio observacional y multicéntrico de pacientes con tromboembolia aguda de
pulmon incluidos prospectivamente en el registro RIETE y que donaron muestras
sanguineas a los Biobancos de sus respectivos hospitales durante el episodio
agudo de la TEP.

Todos los pacientes incluidos proceden del proyecto de investigacion OSIRIS, que
es un estudio longitudinal en el que participaron 18 centros para la investigacion
de la incidencia y de los factores predictivos de HPTEC en pacientes
diagnosticados de TEP incidental sintomética o asintomatica, y que fueron

incluidos en el registro RIETE.

El proyecto tiene la aceptacion de los respectivos Comités de Etica de
Investigacion (CEI) de los hospitales participantes y todos los pacientes firmaron
el consentimiento informado para participar en el estudio OSIRIS, asi como para
contribuir a la coleccion de las muestras sanguineas en el biobanco, dando
permiso para utilizar las muestras excedentes en la linea de investigacion de TEP,
con aplicacién para el estudio MICTEP. Los pacientes incluidos en el estudio no

precisaron de ninguna intervencién afiadida.

Adicionalmente, se dispone de una cohorte de sujetos sanos, sin historia previa
de TEP y/o TVP, que se ha empleado como grupo control comparador. El grupo
control fue recogido prospectivamente en la Unidad de Donacién de Sangre del
Hospital Universitario Ramon y Cajal de Madrid.
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3.2. Poblaciéon del estudio:

Pacientes con diagnoéstico de TEP aguda que han donado muestras de sangre a

los biobancos de sus respectivos hospitales. Los pacientes incluidos han sido

recogidos en dos centros nacionales: Hospital Universitario Virgen del Rocio

(Sevilla) y Hospital Universitario de Txagorritxu (Vitoria).

- Poblacion de muestreo:

a) Pacientes con TEP:

1)

2)
3)

1)
2)
3)

4)

5)
6)

Criterios de inclusion:

Diagnéstico de TEP agudo sintomatica o asintomatico, confirmado
mediante métodos objetivos, ya sea por TC helicoidal toracica con
contraste intravenoso ylo gammagrafia de
ventilacién/perfusion. 184185

Inclusion en el registro RIETE, que es la base de datos del estudio.
Documento de “Hoja de informacion y consentimiento para la
utilizacion de datos clinicos y material biologico para conservacion
en un Biobanco” firmado.

Criterios de exclusion:

Menores de 18 afios.

Ausencia de datos de seguimiento a los 3 meses, a excepcion de los
pacientes que hayan fallecido con anterioridad.

Ausencia de muestra sanguinea para el Biobanco en la fase aguda
de la TEP.

Disposicion de muestra insuficiente para la realizacion del analisis
microbiolégico.

Pacientes con TVP sin TEP confirmada mediante prueba de imagen.

Participacion en un ensayo clinico terapéutico con una terapia ciega.

b) Sujetos sanos sin ETV (Grupo Control):
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1) Documento de “Hoja de informacion y consentimiento para la
utilizacion de datos clinicos y material bioldgico para conservacion
en un Biobanco” firmado.

2) Mayores de 40 afios sin patologias infecciosas conocidas.

e Criterios de exclusion:

1) Sospecha y/o diagnostico de TEP y/o TVP en el momento de su
inclusion.

2) Imposibilidad para obtener el consentimiento informado.

3) Esperanza de vida inferior a 3 meses.

4) Diagnostico o antecedentes familiares de otras enfermedades
cardiovasculares o autoinmunes relevantes tales como cardiopatias,
hipertension, trombofilia hereditaria o adquirida o lupus eritematoso

sistémico o que requieran el uso de anticoagulantes.

3.3. Variables del estudio

Las caracteristicas iniciales en el momento del diagnostico de TEP incluyeron
datos demograficos, comorbilidades coexistentes o subyacentes, trastornos
médicos y terapias, factores de riesgo adicionales para ETV y la forma de
presentacion inicial de la TEP. También se registraron el tipo, la dosis y la duracion
del tratamiento anticoagulante tras el diagnéstico de TEP vy los resultados durante

el curso del tratamiento anticoagulante:

3.3.1. Datos demograficos/antropomeétricos: edad, sexo, peso, talla e indice de
masa corporal.
3.3.2. Constantes vitales al diagndstico: tension arterial sistolica (TAS), frecuencia
cardiaca y frecuencia respiratoria.
3.3.3. Comorbilidades: historia de tabaquismo, enfermedad pulmonar crénica,
insuficiencia cardiaca, factores de riesgo para ETV identificados (i.e., historia
previa de ETV, cirugia reciente, inmovilizacién reciente por causa médica, viaje
largo reciente y cancer, entre otros).
3.3.4. Sintomas de presentacion: disnea, dolor toracico, sincope, sintomas de
TVP.
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3.3.5. Datos de imagen al diagnéstico: en la TAC (localizacion de las arterias
pulmonares afectadas en la TEP en los pacientes diagnosticados mediante
angiotomografia), en la ecografia doppler de miembros inferiores (presencia de
TVP en miembros inferiores) y en la ecocardiografia transtoracica (con intencion
diagndstica y/o prondstica).%184.186.187

3.3.6. Parametros analiticos de rutina y facil acceso en el momento del diagndstico
del TEP (e.g., creatinina, hemoglobina, péptido natriurético cerebral tipo B
[proBNP], etc).

3.3.7. Metabolitos derivados del microbioma: TMAO, acético, propionico, butirico,
isobutirico, valérico e isovalérico.

3.3.8. Marcadores de inflamacion: IL-18, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-
17A, ligando 10 de quimiocina con motivo C-X-C (CXCL10), interferon gamma
(IFN-y), proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1), factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) y factor de crecimiento transformante beta 1 (TGF-B1).
3.3.9. Marcadores de la coagulacién: p-selectina, dimero D, ligando-1 de
glicoproteina p-selectina (PSGL-1), activador tisular del plasminégeno (tPA),
ligando CD40 soluble plaquetario (sCD40L), inhibidor del activador del
plasminégeno-1 (PAI-1) y factor IX.

3.3.10. Tratamiento anticoagulante: tipo de terapia anticoagulante, dosis y
duracion.

3.3.11. Variables de resultados: mortalidad por todas las causas, recurrencia

tromboembdlica y hemorragias.

3.4. Definiciones

Se consider6 la TEP como provocada cuando habia alguno de los siguientes
factores de riesgo de ETV: inmovilizacion reciente, cirugia reciente, cancer activo,
toma de farmacos estrogénicos, embarazo, postparto o viaje de larga duracion.
Por el contrario, se considero la TEP no provocada (o idiopatica) en ausencia de
cancer activo, inmovilizacién reciente, cirugia, uso de estrégenos, embarazo,

posparto o viajes de larga duracién.188-192
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Los pacientes inmovilizados se definieron como pacientes no quirdrgicos que
habian precisado recientemente reposo en cama, con o sin privilegios para ir al
bafo, durante al menos 4 dias en el periodo de 2 meses anterior al diagnostico de
la TEP. Los pacientes quirdrgicos se definieron como aquellos que se habian
sometido a una cirugia mayor (e.g., cirugia ortopédica) en los 2 meses previos al
diagnéstico de la TEP. El cancer activo se definio6 como cancer diagnosticado
recientemente o cuando estaba recibiendo tratamiento antineoplasico de cualquier
tipo (es decir, cirugia, quimioterapia, radioterapia, terapia hormonal, terapia

soporte o terapias combinadas de éstas).

Se defini6 como sangrado reciente a los pacientes que habian sufrido una
hemorragia grave en los 30 dias previos al diagndstico de la TEP. La hemorragia
grave se definié de acuerdo con las guias internacionales, como el que ocurre en
un sitio critico (retroperitoneal, espinal o intracraneal), el sangrado que requiere

transfusion de al menos dos unidades de sangre o el sangrado fatal.

La extension y la carga trombotica de la TEP fue definida de acuerdo con los
territorios de la arteria pulmonar afectados: se definié6 como TEP proximal, cuando
los defectos de replecidn se encontraban en la/s arteria/s pulmonar/es central/es,
principal/es y/o lobar/es, indistintamente de si se observaba afectacion simultanea
de arterias pulmonares mas periféricas; por el contrario, se defini6 como TEP
periférica, cuando estos defectos de replecion se identificaron en localizacion de
ramas arteriales segmentarias y/o subsegmentarias, sin afectacion de arterias

pulmonares mas proximales.

La mortalidad por todas las causas se defini6 como la muerte por cualquier causa
después del diagnostico de TEP. La TVP recurrente, en pacientes con sospecha
clinica, se definié como un nuevo segmento de vena no comprimible o un aumento
del diametro de la vena en al menos 4 mm en comparacion con la ultima medicion
disponible en la ecografia venosa. La TEP recurrente se definié como la aparicion
de discordancias ventilacion-perfusion en la gammagrafia pulmonar o un nuevo

defecto de llenado intraluminal en la TAC helicoidal del térax.
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3.5. Recogida de datos

3.5.1. Registro RIETE

En el caso de los pacientes con TEP, todos los datos clinicos basales (e.g., edad,
sexo, factores de riesgo, etc), las pruebas de imagen y los datos de laboratorio
basicos al diagnostico, y los datos durante el seguimiento se obtuvieron de la base
de datos del registro RIETE, recogidos en un cuaderno electrénico de recogida de
datos (CRDe). El registro RIETE es actualmente el mayor registro en marcha,
observacional, multicéntrico e internacional de pacientes con ETV
confirmada.%31% RIETE se cred inicialmente en el afio 2001 en Espafia, con el
objetivo de aprender la historia natural de la ETV, especialmente en pacientes con
condiciones especiales, que normalmente son excluidos de los ensayos clinicos,
para asi aprender a prevenir y tratar mejor esta enfermedad de forma mas efectiva
(ClinicalTrials.gov identifier: N1132832245).1% Actualmente, el registro RIETE es el
principal registro observacional, multicéntrico e internacional de pacientes
consecutivos con ETV aguda objetivamente confirmada, y ha contribuido
enormemente al conocimiento cientifico de la ETV, incluida la TEP, con
numerosas publicaciones sobre la epidemiologia, los patrones terapéuticos y el

prondstico de los pacientes.!®?

3.5.2. Extraccion y conservacion de las muestras de sangre

Por protocolo, se realiz6 la extraccion de sangre mediante venopuncion
antecubital con minima compresion, con una aguja de calibre 21. Para la
realizacion del estudio, se extrajeron dos muestras de citrato, dos muestras de
suero y un tubo para conservacién de ARN (acido ribonucleico) (Paxgene Blood
RNA kit) y otro para conservacion de ADN (acido desoxirribonucleico) (Paxgene
Blood DNA). Las muestras fueron procesadas entre 1 y 2 horas después de su
extraccion. Posteriormente, se sometieron a centrifugacion seriada de 15 minutos
a 2500 G, durante 15 minutos a 20°C. El sobrenadante se distribuyé en alicuotas

de 250 uL. Todas las muestras fueron almacenadas a -80°C hasta su analisis.
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En los pacientes con TEP aguda, la extraccion de sangre se realizé durante el
ingreso durante los 10 primeros dias del diagnéstico (2,25 + 2,18 dias desde el

diagnéstico de la TEP).

3.5.3. Recogida de datos del grupo control

A los participantes en el reclutamiento del grupo control, se les recogié sangre
fresca en tubos con citrato (BD Vacutainer®) de 4,5 mL. El procesamiento de la
muestra se produjo dentro de primera hora desde la recoleccién. Las muestras se
centrifugaron a 2500 g durante 15 minutos a 20°C. Luego se aislo6 el sobrenadante
y se sometié a una nueva centrifugacién durante 15 minutos a 2500 g y 20°C. El
sobrenadante de plasma resultante se alicuoté en tubos de propileno y se congelo
a -80°C hasta su utilizacién para la cuantificacion de TMAO, AGCC, citocinas y
otros marcadores inflamatorios y de la coagulacion. Ademas, se recogieron datos

clinicos basicos (edad, sexo, talla 'y peso).

3.5.4. Andlisis del microbiomay otras determinaciones complementarias

Los distintos analisis complementarios se realizaron de forma centralizada a partir
de las muestras de sangre obtenidas tanto de los pacientes con TEP durante la

fase aguda, como de los controles sanos.

Inicialmente, se programé un andlisis exploratorio preliminar de determinacién del
ADN circulante de gérmenes en las muestras de suero de los pacientes de TEP
en el Hospital Universitario Ramoén y Cajal (Madrid) por parte de la Dra. Rosa del
Campo (Servicio de Microbiologia y Parasitologia) con el siguiente plan de trabajo:
- En primer lugar, determinar la presencia de ADN bacteriano en las
muestras de sangre venosa mediante amplificaciéon por PCR usando
cebadores 16S ADN ribosémico (ADNr) universales de bacterias.
- En el caso de amplificacién positiva, se protocolizo:
1. Determinar la cantidad total de microorganismos mediante reaccion en
cadena de la polimerasa cuantitativa (Q-PCR).
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2. ldentificar a las bacterias presentes mediante electroforesis en gel con
gradiente de desnaturalizacion (EGGD) de los amplificados 16S ADNr,
posteriormente se recortaran las bandas que se observen y después se
secuenciaran con la metodologia de Sanger en un secuenciador ABI Prism
3100. En el supuesto de detectar la presencia de muchas especies de
bacterias se procederia a secuenciacion masiva de los amplificados 16S

ADNr mediante tecnologia MiSegq™ (Illumina).

Se realiz6 un andlisis metabolomico completo en las muestras de sangre de todos
los pacientes con TEP y los controles. Se decidié seleccionar una bateria de
metabolitos derivados del microbioma dirigidos al perfil relacionado con los AGCC
y el TMAO, basado en la bibliografia actual, la experiencia del grupo de trabajo
investigador y la recomendacién y consenso de los expertos en microbioma

consultados.110.196-198

La caracterizacion del metaboloma se llevd a cabo mediante resonancia
magnética nuclear (RMN), y espectrometria de masas (MS), acoplada a
cromatografia de gases (GC-MS). El TMAO fue medido en suero siguiendo un
protocolo ya descrito en una publicacion previa,'*® mientras que para la
determinacion de los acidos acético, butirico, isobutitico, valérico, isovalérico y
propiénico se aplicé un protocolo distinto también publicado con anterioridad,?%°
utilizando la derivacion de cloroformiato de alquilo automatizado en el laboratorio

del Centro de Metaboldémica y Bioanalisis (CEMBIO) (https://cembio.uspceu.es/).

3.6. Analisis estadistico

Las variables continuas se resumieron mediante la media (desviacion estandar
[DS]) y las variables categéricas mediante porcentajes. La comparacion de medias
entre dos grupos se realiz6 con la prueba de la t de Student para datos
emparejados y no emparejados segun la relacion o no de dependencia entre las
observaciones. La asociacion entre variables categoricas se realizé mediante la
prueba de chi cuadrado, o con la prueba exacta de Fisher en caso necesario. Se

consideré como resultado estadisticamente significativo un valor bilateral de p <
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0,05. La asociacion entre los distintos biomarcadores se analizé mediante la
estimacion de la correlaciéon de Spearman dos a dos entre todas las variables.

Para contrastar la asociacion entre los distintos grupos de riesgo y los distintos
biomarcadores derivados del microbioma se ajustaron modelos de regresion
ordinales con cada uno de los metabolitos a estudiar como variable respuesta y la
variable grupos de riesgo como variable predictora. La utilizacion de modelos de
regresion ordinal nos permitié trabajar de forma natural con los valores por debajo

del limite de deteccién, abundantes para algunos de los metabolitos analizados.?%!

Adicionalmente a los modelos ordinales, se ajusté un modelo bayesiano
multivariable con el objetivo de discriminar entre los tres grupos de riesgo en base
a los distintos metabolitos. Para estimar la plausibilidad de la asociacion entre
cada uno de los metabolitos incluidos en el modelo y su capacidad de
discriminacion entre los tres grupos se estimo la maxima probabilidad de efecto
(MPE) para cada uno de los pardmetros del modelo siguiendo la metodologia

descrita por Makowski et al.?%?

Por dltimo, se ajustd un modelo de regresion logistica para determinar la
capacidad de discriminar entre provocado y no provocado mediante los valores de
“AceticC”. Para determinar la capacidad predictiva del modelo se estimé una curva
ROC y su area bajo la curva (AUC).

Los analisis estadisticos se realizaron mediante el programa SPSS (version 20.0,

SPSS Inc., Chicago, lllinois, EE. UU.) y el software R (versién 4.3.2) y los paquetes
de R brms (version 2.20.4), clickR (version 0.9.42) e igraph (version 2.0.1.1).
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3.7. Aspectos éticos y confidencialidad:

Los datos registrados de los pacientes fueron monitorizados regularmente en el
sitio confirmando la consistencia entre la informacion registrada y los registros de

los pacientes.

Fue obligatorio obtener del sujeto su consentimiento para participar en el estudio
de forma escrita mediante la cumplimentacion y firma de la “Hoja de informacion
al paciente y consentimiento informado”. Los investigadores del registro de cada
centro fueron los responsables de informar en profundidad al sujeto de la
naturaleza y objetivos del estudio, asi como los posibles riesgos. El documento se
firmd por duplicado entregandose una copia al paciente y quedando otra en poder
del investigador. En el caso de pacientes incapacitados legalmente, o aquellos
otros que no fueron capaces de tomar decisiones o su estado fisico o psiquico no
le permitiera hacerse cargo de su situacion a criterio del médico responsable de la
asistencia, el consentimiento fue firmado por su representante legal. Si el paciente
carecia de representante legal, el consentimiento lo prestaron las personas

vinculadas a él por razones familiares o de hecho.

El estudio se realizé de acuerdo con el protocolo del estudio OSIRIS,?% la guia de
Buena Préctica Clinica, la declaracion de Helsinki y los requerimientos de la Ley
de investigacién biomédica 14/2007, y el Real Decreto 1716/2011, por el que se
establecen los requisitos basicos de autorizacion y funcionamiento de los
biobancos con fines de investigacion biomédica y del tratamiento de las muestras
bioldgicas de origen humano, y se regula el funcionamiento y organizaciéon del
Registro Nacional de biobancos para investigacién biomédica. El estudio OSIRIS
fue evaluado por el CEl Biomédico de Andalucia como comité de referencia para

el resto de los centros participantes.

Las muestras de sangre donadas al biobanco no tenian caracter de propiedad
permanente, y su donacion estaba limitada a unos objetivos claros y concretos,
entre los que se incluye el aumento de conocimiento en la patogenia de la TEP, y
a un tiempo de estudio razonable (no superior a los 6 afios). Transcurrido este

tiempo, los datos de la informacién derivados del estudio han de ser publicos y/o
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facilmente consultables, y el material genético dejara de ser custodiado por el
promotor y el destino de éste debe ser decidido y/o regulado por los Organismos
Gubernamentales del pais de procedencia de las muestras, 0 en su caso, ser
destruido. Bajo ningan concepto y en ningln momento las muestras pueden ser
motivo de lucro directo, bien sea por la venta del material o de los derechos para

realizar estudios sobre los mismos.

Para este estudio se dispuso de un CRDe basado en el registro RIETE. Los datos
registrados se obtuvieron directamente desde los documentos fuente. El
investigador garantizé que todas las personas implicadas en el estudio han
respetado la confidencialidad de cualquier informacion acerca de los pacientes
incluidos en el mismo y que, a fin de proteger la confidencialidad de los pacientes,
Gnicamente ha hecho constar el nimero de historia clinica y las iniciales de estos
en los CRDe. Los registros originales rellenos en RIETE de los sujetos del estudio
son propiedad exclusiva del promotor y no se permite ser puestos a disposicion
de terceros en ninguna circunstancia, excepto a los representantes autorizados
del promotor o de las autoridades reguladoras competentes. Era responsabilidad
del investigador principal de cada centro asegurar la correcta cumplimentacion,
revision y aprobacion de todos los datos registrados en RIETE mediante su firma
digital. En todo momento, el investigador fue el responsable de la fidelidad y
veracidad de todos los datos en él registrado. El investigador es el Unico
responsable de la conservacion de los registros de identificacién de los sujetos
participantes, hojas de consentimiento informado firmadas y copia de los registros
en RIETE.

63






RESULTADOS:







Resultados

4. RESULTADOS:

4.1. Analisis descriptivo de pacientes y controles

4.1.1. Pacientes del estudio

Inicialmente se recogieron muestras de sangre de 103 pacientes con diagnostico
confirmado de TEP aguda sintomatica, de los cuales 7 pacientes fueron excluidos
de los analisis (figura 9). Por lo tanto, finalmente se incluyeron un total de 96
pacientes con TEP aguda sintoméatica de los que disponiamos de datos clinicos y
de muestras de sangre para los andlisis planteados en el trabajo. Estos pacientes
fueron diagnosticados de TEP entre abril de 2014 y marzo de 2018.

Figura 9: Diagrama de flujo de pacientes con tromboembolia pulmonar

seleccionados para el andlisis del estudio.

103 pacientes iniciales

CRITERIOS DE EXCLUSION

— 1 Diagnéstico inicial de TEP errdneo: mixoma auricular derecho
confirmado histolégicamente.

1 TVP de miembros inferiores sin TEP confirmada.

5 Ausencia de datos clinicos.

\/
96 pacientes incluidos

Abreviaturas: TEP, tromboembolia de pulmén; TVP, trombosis venosa profunda.
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4.1.2. Controles del estudio

Adicionalmente, se obtuvieron muestras de sangre de 30 controles sanos sin TEP,
gue se emplearon para comparar con los resultados de la cohorte de pacientes

con TEP aguda.

Los controles del estudio no presentaban diferencias con la cohorte de pacientes
por sexo (casos: 51,0% varones; controles; 50,0% varones; p=0,910) ni por peso
(casos: 81,4 + 16,5 kg; controles: 77,2 +9,2 kg; p=0,194). Sin embargo, los casos
tenian una edad media superior respecto a los controles (casos: 63,6 + 16,5 afios;

controles: 48,6 * 4,6 afos; p<0,001).

Tabla 2: Caracteristicas demograficas y antropométricas de la cohorte de
pacientes con tromboembolia pulmonar.

Variable ‘ Resultados ‘
Pacientes, N 96
Edad; media (DS) 63,61 (16,45)
Mujer; n (%) 47 (49)
Varén; n (%) 49 (51)
Peso, kg; media (DS) 81,36 (16,48)
Peso < 60 kg; n (%) 3381
Peso > 100 kg; n (%) 9 (9,4)
Talla, cm; media (DS) 167,04 (9,88)
IMC, kg/m?; media (DS) 30,78 (5,75)

Abreviaturas: DS, desviacion estandar; IMC, indice de masa corporal.

Caracteristicas clinicas basales de la poblacion estudiada

De los 96 pacientes incluidos en el estudio, la distribucion por sexo fue similar, 47
mujeres (48,96%) y 49 varones (51,04%), con una edad media de 63,6 + 16,5

afos. En cuanto a la antropometria de la cohorte de estudio, observamos que el
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peso medio fue de 81,4 + 16,5 kg, con un 9,4% y un 3,1% de los pacientes con
peso extremo (>100 kg) y un peso inferior a 60 kg, respectivamente. La altura
media de los pacientes fue de 167 + 10 cm, y un indice de masa corporal medio
de 30,8 + 5,8 kg/m? (tabla 2).

Tabla 3: Factores de riesgo de la cohorte de pacientes con tromboembolia
pulmonar.

Variable Resultados

Pacientes, N 96
Cancer activo; n (%) 13 (13,5)
Con metéstasis; n (%) 5 (38,5)
Cirugia reciente; n (%) 4 (4,2)
Immovilizado = 4 dias; n (%) 8(8,3)
Viaje largo = 6 horas; n (%) 33,2
Terapia hormonal; n (%) 7(7,3)
Embarazo/postparto; n (%) 1(1,1)
ETV previa; n (%) 10 (10,4)
Varices en los miembros inferiores; n (%) 12 (12,5)
No provocada; n (%)* 67 (69,8)

Abreviaturas: ETV, enfermedad tromboembdlica venosa.
* Se definié la TEP no provocada en ausencia de cancer activo, inmovilidad reciente,
cirugia, uso de estrdogenos, embarazo, posparto o viajes de larga duracion.

El 69,8% de los pacientes presenté el episodio tromboembdlico venoso sin
identificarse ningun factor de riesgo transitorio (TEP no provocada). El resto de los
pacientes (30,2%) presenté una TEP provocada. Una paciente se encontraba en
situacion de postparto reciente (<2 meses del parto) en el momento del
diagnéstico de la TEP. Trece pacientes (13,5%) presentaron la trombosis asociada
a un cancer activo, de los cuales 5 (38,5%) presentaban un cancer avanzado con
metastasis. Del resto de factores de riesgo asociados al desarrollo del episodio
tromboembdlico venoso destacan cuatro pacientes (4,2%) con historia de cirugia
reciente, ocho pacientes (8,3%) con antecedente de una inmovilizacién reciente
por causa médica no-quirdrgica, y tres pacientes (3,2%) habian realizado un viaje
de larga distancia de al menos 6 horas en las semanas previas al diagnéstico de
la TEP. Otros factores de riesgo de ETV identificados en la muestra fueron: terapia
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hormonal en siete (7,3%) pacientes, varices en los miembros inferiores en 12
(12,5%) y antecedente de episodios previos de ETV en 10 (10,4%) (tabla 3).

Tabla 4: Comorbilidades de la cohorte de pacientes con tromboembolia
pulmonar.

Variable Resultados

Pacientes, N 96
Enfermedades concomitantes,
Enfermedad concomitante conocida; n (%) 73 (76,0)
Insuficiencia cardiaca crénica; n (%) 13 (13,5)
Enfermedad pulmonar crénica; n (%) 19 (19,8)
Diabetes; n (%) 15 (15,8)
Hipertension arterial; n (%) 51 (53,1)
Infarto de miocardio/angina; n (%) 2(2,1)
Isquemia cerebral; n (%) 4(4,2)
Arteriopatia periférica sintomatica; n (%) 2(2,1)
Hernia de hiato; n (%) 7(7,3)
Enfermedad tiroidea; n (%) 5(5,2)
Fumador activo; n (%) 19 (20,2)
Céancer; n (%) 13 (13,5)
Tratamiento concomitante; n (%) 80 (83,3)
Tratamiento con corticoides; n (%) 9(9,7)
Tratamiento antiagregante; n (%) 18 (18,8)
Tratamiento con psicofarmacos; n (%) 21 (21,9)
Hemorragia grave reciente; n (%) 0

En cuanto a las comorbilidades detectadas en la poblacién de estudio, algo méas
de tres de cada cuatro pacientes (76%) presentaban al menos una enfermedad
concomitante ya conocida previa al diagnéstico de la TEP. Las principales
comorbilidades de la muestra fueron, en orden de mas a menos frecuentes, la
hipertension arterial sistémica (53,1%), la enfermedad pulmonar croénica (19,8%),
la diabetes (15,8%) y la insuficiencia cardiaca cronica (13,5%). Otras
comorbilidades menos frecuentes fueron la hernia de hiato (7,3%), el
hipotiroidismo (5,2%), la isquemia cerebral (4,2%), la cardiopatia isquémica
cronica (2,1%) y la arteriopatia periférica sintomatica (2,1%). El 83,3% de los
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pacientes estaban recibiendo algun tratamiento farmacol6gico en el momento del
diagndstico de la TEP, fundamentalmente psicofarmacos (21,9%), antiagregantes
(18,8%) y corticoides (9,7%). 19 pacientes (20,2%) eran fumadores activos al
diagnéstico. Al diagnéstico de la TEP, ninguno de los pacientes presentaba un

antecedente hemorragico grave reciente (tabla 4).

Asi mismo, evaluamos las caracteristicas basales de los pacientes de la cohorte
con TEP de acuerdo con su clasificacién en subgrupos por los factores de riesgo
de ETV subyacentes. Asi, en comparacion con los pacientes con TEP no
provocada, en los pacientes con el episodio de TEP provocada por un factor de
riesgo subyacente identificable (i.e., inmovilidad reciente, cirugia, cancer, uso de
estrogenos, embarazo, postparto o un viaje de larga duracidn reciente)
observamos una edad media ligeramente inferior (60 vs. 65 afios) y un peso menor
(77 vs. 83 kg), sin ser estadisticamente significativas estas diferencias (p=0,128 y
p=0,081, respectivamente). Respecto a las comorbilidades, observamos
diferencias en la frecuencia de hipertensién arterial sistémica (HTA), siendo
menos probable en los pacientes con una TEP provocada (34,5% vs. 61,2%;
p=0,016) (tabla 5).
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Tabla 5: Caracteristicas basales de

la cohorte de pacientes con

tromboembolia pulmonar comparando por grupos segun los factores de

riesgo.
Variable -
totales
Pacientes, N 96 |

Caracteristicas demogréaficas

Edad; media (DS)

63,61
16,45

Mujer; n (%)
Varoén; n (%)

47 (49)
49 (51)

Peso, kg; media (DS) 81,36

(16,48)

167,04
9,88

Talla, cm; media (DS)

30,78 (5,75)

IMC, kg/m?; media (DS)

Disposicién,

Ingresado; n (%)
Ambulatorio; n (%)

2(2,1)
94 (97,9)

Enfermedades concomitantes,

Enfermedad concomitante; n (%) 73 (76,0)

Insuficiencia cardiaca crénica; n (%) 13 (13,5)

19 (19,8)

Enfermedad pulmonar crénica; n (%)

Diabetes; n (%) 15 (15,8)

Hipertension arterial; n (%) 51 (53,1)

Infarto de miocardio/angina; n (%)

2 (2,1)

Isquemia cerebral; n (%) 4 (4,2)

Arteriopatia periférica sintoméatica; n
(%)

2 (2,1)

Hernia de hiato; n (%) 7 (7,3)

Enfermedad tiroidea; n (%) 5 (5,2)

Fumador activo; n (%)

19 (20,2)

Cancer; n (%) 13 (13,5)

Tratamiento concomitante; n (%)

80 (83,3)

Corticoides; n (%)
Antiagregantes; n (%)
Psicofarmacos; n (%)

9(9,7)
18 (18,8)
21 (21,9)

TEP no

TEP

provocada provocada P
67 29
65,30 (15,56) | 59,72 (18,01) 0,128
33 (49,3) 14 (48,3) 0,930
34 (50,7) 15 (51,7)
83,29 (15,47) | 76,89 (18,11) 0,081
167,83 (10,28) | 165,35 (9,05) 0,399
31,56 (5,40) 29,11 (6,28) 0,149
1(1,5) 1(3,5) 0,515
66 (98,5) 28 (96,5)
50 (74,6) 23 (79,3) 0,622
10 (14,9) 3(10,3) 0,403
12 (17,9) 7(24,1) 0,482
11 (16,4) 4 (13,9) 1,000
41 (61,2) 10 (34,5) 0,016*
2(3,0) 0 (0) 0,480
4 (6,0) 0 (0) 0,310
2(3,0) 0 (0) 0,480
4 (6,0) 3(10,3) 0,355
2 (3,0) 3(10,3) 0,160
13 (19,4) 6 (20,7) 0,848
0 (0) 13 (44,8) <0,001%
57 (85,1) 23 (79,3) 0,487
7 (10,4) 2 (7,0 0,541
13 (19,4) 5(17,2) 0,779
16 (24,0) 5(17,2) 0,428

Comparaciones entre pacientes con TEP no provocaday TEP provocada: ‘p <0.05;

Tp <0.01; *p <0.001.

Abreviaturas: DS, desviacion estandar; IMC, indice de masa corporal.
Se definié la TEP no provocada en ausencia de céancer activo, inmovilidad reciente,
cirugia, uso de estrogenos, embarazo, posparto o viajes de larga duracién; Se consideré
TEP provocada en presencia de inmovilidad reciente, cirugia, cancer, uso de estrégenos,

embarazo, posparto o viajes de larga duracion.
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Forma de presentacion de la tromboembolia de pulmon

Resultados

El 97,9% de los pacientes fueron diagnosticados de TEP tras acudir a urgencias

donde se realiz6 el diagnéstico de confirmacion mediante prueba de imagen; en

dos pacientes (2,1%) el diagnéstico se realizé durante un ingreso hospitalario por

otro motivo distinto a la propia TEP (tabla 6).

La frecuencia cardiaca media fue de 88 + 17 Ipm, la TAS media fue de 135 + 22

mmHg vy la frecuencia respiratoria media de 21 + 11 rpm. De los 96 pacientes, uno

presentdé una TEP de alto riesgo por criterios de inestabilidad hemodinamica al

diagnéstico (TAS < 90 mmHgQ) (tabla 6).

Tabla 6: Presentacion inicial de la tromboembolia pulmonar.

VARIABLE ‘ Resultados
Pacientes, N 96
Ambito de aparicion de los sintomas de la TEP
Ingresado; n (%) 2(2,1)
Ambulatorio; n (%) 94 (97,9)
Constantes,
Frecuencia cardiaca; Ipm (DS) 88,8 (17,2)
Tension arterial sistélica; mmHg (DS) 134,8 (22,3)
TAS <90 mmHg; n (%) 1(1,0)
Frecuencia respiratoria; rpm (DS) 21,3 (11,5)
Sintomas presentacién inicial; n (%)
Asintomatico 1(1,0)
Sintomas de TVP aislada 8 (8,3)
TEP sintomatico 87 (90,7)
Disnea 75 (78,1)
Dolor toracico 50 (52,1)
Tos 21 (21,9)
Hemoptisis 12 (12,5)
Tumefaccion 36 (37,5)
Dolor extremidad 39 (40,6)
Fiebre 6 (6,3)

Abreviaturas: DS, desviacién estandar;

TAS,

tension arterial

tromboembolismo pulmonar; TVP, trombosis venosa profunda.

sistolica; TEP,

73




Alberto Garcia Ortega

Entre los sintomas iniciales de presentacion, el 90,7% de los pacientes consultd
por sintomatologia caracteristica de TEP, fundamentalmente sensacién disneica
(78,1%), dolor toracico (52,1%), tos (21,9%) y sangrados hemoptoicos (12,5%).
Seis pacientes (6,3%) presentaban fiebre termometrada (>38°C) al diagndstico.
Ademas, se observo sintomatologia en las piernas sugestiva de TVP: 39 pacientes
(40,6%) asociaban clinica de dolor en las extremidades inferiores y 36 (37,5%)
refirieron aumento del perimetro de al menos una de las piernas. Ocho (8,3%)
pacientes consultaron Unicamente por sintomatologia compatible con TVP, y un

paciente presento la TEP sin sintomas de ETV asociados (tabla 6).

En cuanto a los datos de la analitica bésica realizada al diagndstico de la TEP,
encontramos que los valores medios de las 3 series del hemograma (hemoglobina,
leucocitos y plaquetas) fueron 13,5 + 1,9 g/dL, 9,6 + 3,5 x 100.000/mm?, y 249,1 +
94,9 x 100.000/mm3, respectivamente. Presentaron criterios de anemia
(Hemoglobina <12 g/dL) y trombopenia (<100.000/mm?3) el 24,0% vy el 7,3%,
respectivamente. En la bioquimica, la creatinina media fue de 0,97 + 0,32 mg/dL,
y los valores de transaminasas (GOT y GPT) medios fueron de 29,0 + 18,9 Ul/lL y
33,5 + 26,9 UI/L, respectivamente. El valor medio de colesterolemia fue de 189 +
45 mg/dL. El proBNP fue medido en 17 de los 96 pacientes (17,7%) con un valor
medio de 3.354 ng/L. En la hemostasia basica, se determiné el valor de dimero D
con intencion diagnostica en el 84% de los pacientes, con un valor medio de 9.042
ng/mL (tabla 7).

En cuanto a las pruebas realizadas, el 95,8% de los pacientes disponian de una
TAC toracica con contraste para el diagnostico de la TEP, de los cuales el 65,2%
presentaban defectos de replecion de localizacion proximal, mientras que el 34,8%
restante presentaban afectacion Unicamente de ramas arteriales pulmonares
periféricas. Uno de los pacientes fue diagnosticado mediante gammagrafia de
ventilacion-perfusiéon pulmonar. Se realiz0 una ecografia diagnostica de los
miembros inferiores en 71 de los pacientes, confirmandose la presencia de TVP
en 44 (62,0%) de ellos.
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Tabla 7: Caracteristicas de resultados analiticos y de imagen al diagndstico

de latromboembolia pulmonar.

VARIABLE Resultados

Pacientes, N 96
Analitica sanguinea,
Hemoglobina; g/dl (DS) 13,53 (1,92)
Hemoglobina < 12 g/dl; n (%) 23 (24,0)
Leucocitos x 100.000/mm? (DS) 9,62 (3,48)
Plaguetas x 100.000/mm? (DS) 249,12 (94,87)
Plaguetas < 100.000/mm?3; n (%) 7 (7,29)
Creatinina; mg/dL (DS) 0.97 (0,32)
GPT; UI/L (DS) 33,53 (26,89)
GOT; UI/L (DS) 29,03 (18,90)

proBNP; ng/L (DS) n=17

3.354,28 (9.563,87)

Colesterol total; mg/dl (DS)

188,98 (44,51)

Dimero D; ng/ml (DS) n=81

9.042,00 (11.136,51)

Abreviaturas: DS, desviacion estandar; proBNP, péptido natriurético cerebral tipo B.

La ecocardiografia se realiz6 a 39 pacientes (41,5%). Ademas, se realizd un
electrocardiograma a 70 (72,9%) pacientes, detectandose distintos signos de
sobrecarga derecha: bloqueo de la rama derecha del haz de His en el 15%, un
patron S1Q3T3 en el 12% y ondas T negativas en derivaciones precordiales en el
17% de los casos. Ademas, 2 pacientes (2,9%) presentaban una fibrilacion
auricular confirmada en el electrocardiograma realizado al diagndéstico. Por ultimo,
la radiografia de térax realizada al diagnéstico fue normal en algo mas de la mitad
de los pacientes en los que se realizé (58,5%), presentando alteraciones en el
resto de los pacientes, entre las que destacan la presencia de imagen de infarto

pulmonar en 7 (10,6%) y de cardiomegalia en 6 (9,1%) de éstos (tabla 8).
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Tabla 8: Pruebas de diagndéstico por imagen de latromboembolia pulmonar.

VARIABLE Resultados

Pacientes, N 96
Pruebas diagnosticas de imagen,

TAC pulmonar con contraste intravenoso; n (%) 92 (95,8)
Proximal (central/principal/lobar) 60 (65,2)
Periférico (S/SS) 32 (34,8)

Gammagrafia V/Q pulmonar; n (%) 1(1,0)

Ecocardiografia; n (%) 39 (41,5)

ECG; n (%) 70 (72,9)

Fibrilacion auricular; n (%) 2(2,9)
Bloqueo de rama derecha; n (%) 10 (14,7)
Patrén S1Q3T3; n (%) 8 (11,6)
T negativas en precordiales; n (%) 12 (17,4)
Radiografia de térax; n (%) 66 (69,5)
Radiografia toracica normal; n (%) 38 (58,5)
Ecografia de miembros inferiores; n (%) 71 (74,0)
Trombosis venosa profunda; n (%) 44 (62,0)

Abreviaturas: ECG, electrocardiograma; DS, desviacidén estandar; S, segmentario; SS,
subsegmentario; TAC, tomografia axial computerizada; V/Q: ventilacién/perfusion.

Complicaciones durante el seguimiento en la cohorte de pacientes con
tromboembolia de pulmén.

Los pacientes fueron seguidos una media de 26 meses. Durante el seguimiento,
fallecieron 7 (7,3%) pacientes. Ademas, 12 (12,5%) pacientes presentaron
sangrados, dos de ellos (16,7%) graves, y 15 pacientes presentaron recurrencias
trombaticas (15,6%). Del total de pacientes, se sospecho el desarrollo de HPTEC
en 7 (7,3%) pacientes, confirmandose mediante prueba de imagen y cateterismo

cardiaco derecho en uno de ellos (tabla 9).
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Tabla 9: Complicaciones durante el seguimiento en la cohorte de pacientes
con tromboembolia pulmonar.

Variable Resultados

Pacientes, N 96
Tiempo de seguimiento; meses (DS) 26,1 (31,1)
Ingreso por complicacién relacionada; n (%) 14 (15,6)
Muerte; n (%) 7(7,3)
Hemorragia; n (%) 12 (12,5)

Hemorragia grave; n (%) 2 (16,7)
Recurrencias tromboembodlicas; n (%) 15 (15,6)
HPTEC sospecha; n (%) 7(7,3)
HPTEC confirmada; n (%) 1(1,0)

Abreviaturas: DS, desviacion estandar; HPTEC, hipertension pulmonar tromboembdlica
cronica.
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4.2. Resultados por Objetivos de la Tesis Doctoral:

4.2.1. Objetivo Principal: Comparacion del microbioma en muestras de

sangre entre pacientes con tromboembolia pulmonar y controles sanos

Determinacion del ADN bacteriano

No se logré identificar ADN bacteriano en las muestras de sangre (sangre total,
plasma o suero) en los pacientes con TEP. Consecuentemente, no procedimos a
continuar con los pasos previstos para la identificacion de ADN bacteriano en las
muestras de sangre de la cohorte seleccionada.

Comparacion de los niveles de metabolitos derivados del microbioma en
muestras de sangre entre pacientes con tromboembolia de pulmén y

controles sanos

En el andlisis funcional del microbioma, mediante la medicién de los metabolitos
derivados del microbioma, de los 96 pacientes diagnosticados de TEP y de los 30
controles sanos, se observaron diferencias estadisticamente significativas entre

estos dos grupos para la mayoria de los metabolitos.

En comparacion con los controles sanos, en los pacientes con TEP aguda
sintomatica se observaron valores mas elevados de TMAO (11,51 uM vs. 6,69 uM;
p=0,022), acético (48,29 uM vs. 32,96 uM; p=0,044) y butirico C (18 pM vs. 2;
p=0,055), esta ultima sin significacion estadistica. Por el contrario, los pacientes
con TEP aguda presentaron valores inferiores de propionico (3,78 uM vs. 5,33 uM;
p=0,007), isobutirico (4,99 uM vs. 7.32 uM; p=0,002), valérico (0,41 pM vs. 0.63
uM; p<0,001) e isovalérico (1,97 uM vs. 2,51; p=0,064), este ultimo sin
significacion estadistica (tabla 10 y figura 10).
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Tabla 10: Metabolitos derivados del microbioma comparando casos frente a
controles.

Variable Casos Controles p
Pacientes, N 96 30
Acético
Valor medio; uM (DS) 48,29 (36,53) 32,96 (34,42) 0,044*
Propidnico; uM (DS) 3,78 (1,76) 5,33 (2,81) 0,007t

Butirico; uM (DS)

No medible (< 0,2 uM); n (%) 18 (18,8) 2 (6,7) 0,092
Valor medio; pM (DS) 4,03 (9,90) 1,68 (2,38) 0,055
Isobutirico; uM (DS) 4,99 (3,42) 7,32 (4,07) 0,002t
Valérico; uM (DS) 0,41 (0,16) 0,63 (0,29) <0,001%
Isovalérico; uM (DS) 1,97 (1,32) 2,51 (1,55) 0,064
TMAO; uM (DS) 11,51 (15,53) 6,69 (7,33) 0,022"

Comparaciones entre casos (pacientes con TEP) y controles: “p <0.05; Tp <0.01; *p
<0.001.
Abreviaturas: DS, desviacion estandar; TMAO, N-6xido trimetilamina.
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Figura 10: Comparacion de los valores de los metabolitos derivados del

microbioma entre controles sanos y pacientes con

pulmonar, y entre pacientes segun los factores de riesgo.
Comparaciones entre controles sanos y pacientes con TEP, y entre pacientes con TEP seguln los
factores de riesgo trombdéticos, para los siguientes metabolitos: A) acido acético; B) acido
propidnico; C) acido butirico; D) acido isobutirico; E) acido valérico; F) acido isovalérico; G) N-6xido

trimetilamina.
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Abreviaturas: NP,

no provocada; TAC,

trombosis asociada a cancer;

tromboembolia de pulmon; TMAO, N-éxido trimetilamina.
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Capacidad predictiva para tromboembolia pulmonar de los distintos
biomarcadores del microbioma

Entre todos los metabolitos derivados del microbioma, el mejor predictor de
presentar una TEP aguda vy, por lo tanto, la variable que mejor discrimina a los
pacientes con TEP, en comparacion con los controles sanos, fue el valor del
valérico, con un AUC de 0,758 (IC95% 0,655 a 0,862) (tabla 11).

Tabla 11: Areas bajo la curva de los metabolitos derivados del microbioma
para predecir tromboembolia pulmonar.
DS 1C95%
TMAO 0,0539 0,47053 - 0,6819
| Acético 0,0607 | 0,54620 — 0,7840
| Propi6nico 0,0616 | 0,56721 — 0,80883
Butirico 0,0532 0,47476 — 0,68323
Isobutirico 0,0617 0,54699 — 0,78878
Valérico 0,0529 0,65477 — 0,86224
| Isovalérico | 0,0639 | 0,48786 — 0,73853

Abreviaturas: AUC, &rea bajo la curva; DS, desviacidén estandar; IC, intervalo de
confianza; TMAO, N-oxido trimetilamina

4.2.2. Objetivo secundario 1. Comparacion de los niveles de metabolitos
derivados del microbioma en muestras de sangre entre pacientes con

tromboembolia pulmonar

En el andlisis funcional del microbioma, comparando los valores de los niveles de
los metabolitos medidos en sangre entre pacientes con TEP provocada, que
incluye a los pacientes con trombosis asociada a cancer (n=29), con los pacientes
con TEP no provocada (n=67), no encontramos diferencias estadisticamente
significativas entre grupos para ninguna de las determinaciones de los metabolitos
en sangre (tabla 12 y figura 10).

Sin embargo, al diferenciar y subclasificar a los pacientes con una trombosis
asociada a cancer (N=13) del resto de los pacientes con una TEP provocada por

factores de riesgo distintos al cancer (N=16) si encontramos diferencias
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estadisticamente significativas en algunos de los valores de estos metabolitos
derivados del microbioma segun grupos etiolégicos (TEP no provocada, TEP

asociada a cancer y TEP provocada).

Tabla 12: Comparacién de los metabolitos derivados del microbioma entre
pacientes con TEP provocada frente a TEP no provocada.

_ TEP TEP
Variable Casos totales p
no-provocada provocada

Pacientes, N 96 67 29

Acético; uM (DS) 48,29 (36,53) ‘ 49,38 (37,23) | 45,79 (35,37) 0,661
Propiénico; uM (DS) 3,78 (1,76) ‘ 3,91 (1,94) 3,48 (1,20) 0,267

Butirico; uM (DS) 4,03 (9,90) 3,27 (6,04) 5,95 (16,07) 0,286

Isobutirico; uM (DS) 4,99 (3,42) 5,22 (3,45) 4,46 (3,33) 0,320
Valérico; uM (DS) 0,41 (0,16) 0,39 (0,17) 0,44 (0,14) 0,190

Isovalérico; pM (DS) 1,97 (1,32) 2,06 (1,39) 1,79 (1,10) 0,357
TMAO; uM(DS) RN NGEc )M 12,68 (16,83) | 8,80 (11,80) 0,263

Comparaciones entre pacientes con TEP provocaday TEP no provocada: “p <0.05;
Tp <0.01; *p <0.001.

Abreviaturas: DS, desviacion estandar; TEP, tromboembolia pulmonar; TMAO, N-6xido
trimetilamina.

Se consider6 TEP no provocada en ausencia de cancer activo, inmovilidad reciente,
cirugia, uso de estrogenos, embarazo, posparto o viajes de larga duracién; Se consider6
TEP provocada en presencia de inmovilidad reciente, cirugia, cancer, uso de estrégenos,
embarazo, posparto o viajes de larga duracion.

Concretamente, observamos valores mas elevados de acético en el subgrupo de
pacientes con trombosis asociada a cancer (62,36 + 34,25 pM), respecto a los
pacientes con TEP provocada por factores de riesgo distintos al cancer (32,33 +
31,07 uM) (figura 10).

Asi, en el andlisis multinomial, observamos que valores de TMAO mas elevados
se asocian con una mayor probabilidad de TEP no provocada, frente a la TEP
provocada tanto por cancer como por otros factores de riesgo identificados (tabla
13y figura 11). Asi, valores inferiores de TMAO se asocian tanto a la presencia
de cancer (probabilidad del efecto del 87,1%) como de otros factores de riesgo
trombdéticos identificados (probabilidad del efecto de 85,1%). En el caso del
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acético, aunque la TEP no provocada es la mas frecuente a cualquier nivel de
valor de acético, valores de acético mas elevados se asocian con un aumento de
la probabilidad de TEP asociada a cancer (probabilidad del efecto del 89,4%),
mientras que valores inferiores de acético se asocian a una mayor probabilidad de
TEP provocada pero por un factor de riesgo distinto al cancer (probabilidad del
efecto del 96,6%) (tabla 13 y figura 12).

Adicionalmente en el analisis multinomial observamos que, comparado con los
pacientes que presentan una TEP provocada, los pacientes con TEP no
provocada presentan niveles de acético mas elevados (p=0,04). Los niveles de
acético mostraron la capacidad para diferenciar a los pacientes con una TEP no
provocada de los pacientes con TEP provocada por factores de riesgo distintos al
cancer (AUC 0,67; 1C95% 0,52-0,86) (figura 13).

Figura 11: Probabilidad delos grupos deriesgo etioldgicos segun los niveles
de TMAO.
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Abreviaturas: TMAO, N-6xido trimetilamina.
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Figura 12: Probabilidad de los grupos deriesgo etiolégicos segln los niveles
de acético.
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Tabla 13: Modelo multinomial para discriminar distintos grupos de riesgo
etioldégicos segun valores de TMAO y acético.

Variables Estimado El:ror (0] 1C 95% el flEEe
estandar efecto

Cancer: (Intercept) -1.934 0.578 0.145 [0.043, 0.415] >0.999
ProvocadoFRnocancer: 4 /0 0551 0p4  [0.223,1.757] 0.801
(Intercept)
Cancer: Acético 0.01 0008 1.01 [0.994,1.026] 0.894
Cancer: TMAO 0.029  0.027 0971 [0.914,1.016] 0.871
Provocado FRno cancer: ) ) 0012 0981 [0.957,1.001] 0.966
Acético
P FR no céncer:

rovocado FRnocancer: )9 5029 0971 [0.911, 1.021] 0.851

TMAO

Andlisis bayesiano que estima probabilidad de relacion. Los valores en positivo indican
una probabilidad de la asociacion del efecto es directamente proporcional entre las
variables, mientras que los valores en negativo indican que ésta es inversamente
proporcional.

Abreviaturas: FR, factor de riesgo; IC 95%, intervalo de credibilidad al 95%; OR, odds
ratio.
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Figura 13: Area bajo la curva ROC de los niveles de acético para diagnostico
de tromboembolia pulmonar no provocada.
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Capacidad predictiva de una embolia pulmonar no provocada, respecto a una
embolia pulmonar provocada por factores de riesgo distintos al cancer.
Abreviaturas: AUC, area bajo la curva; IC 95%, intervalo de confianza al 95%.
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4.2.3. Objetivo secundario 2: Biomarcadores de inflamacion en sujetos

sanos y pacientes con TEP

En el analisis de los marcadores inflamatorios, de una muestra de 66 pacientes
diagnosticados de TEP y de 15 de los controles sanos, se observo que los
pacientes con TEP presentaron valores inferiores en la mayoria de los marcadores

inflamatorios (tabla 14 y figura 14).

Asi, los pacientes con TEP aguda presentaron valores mas elevados de IL-6 que
los controles sanos (21,49 puM vs. 7,70 puM; p=0,013). Por el contrario, los
pacientes con TEP aguda presentaron valores inferiores de IL-4 (6,58 UM vs.
32,94 uM; p=0,041), IL-2 (1,09 puM vs. 5,23 puM; p=0,031), IL-17A (1,67 uM vs. 7,70
MM; p=0,020), IL-8 (3,02 puM vs. 23,56 pM; p=0,003), TNF-a (2,14 uM vs. 10,49
uM; p=0,024), e IFN-y (3,60 uM vs. 19,03 uM; p=0,013).
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Tabla 14: Marcadores inflamatorios comparando casos frente a controles.

Variable Casos Controles p
Pacientes, N 66 15 ]
IL-4; pg/ml (DS) 6,58 (25,54) 32,94 (89,56) 0,041"
IL-2; pg/ml (DS) 1,09 (4,88) 5,23 (11,70) 0,031
IP-10; pg/ml (DS) 114,81 (115,43) 73,24 (97,81) 0,200
IL-1B; pg/ml (DS) 1,36 (4,46) 10,76 (27,22) 0,204
TNF-a; pg/ml (DS) 2,14 (6,99) 10,49 (26,18) 0,024"
MCP-1; pg/ml (DS) 178,04 (179,79) 152,98 (145,96) 0,617
IL-17A; pg/ml (DS) 1,67 (4,65) 7,70 (18,55) 0,020
IL-6; pg/ml (DS) 21,49 (33,91) 7,70 (16,03) 0,013
IL-10; pg/ml (DS) 1,75 (8,36) 1,49 (3,31) 0,906
IFN- y; pg/ml (DS) 3,60 (14,36) 19,03 (39,98) 0,013
IL-12p70; pg/ml (DS) 1,37 (8,04) 9,22 (27,49) 0,048"
IL-8; pg/ml (DS) 3,02 (6,38) 23,56 (53,98) 0,003t
TGF-B1; pg/ml (DS) 85,15 (199,51) 55,65 (114,43) 0,583

Comparaciones entre casos (pacientes con TEP) y controles: “p <0.05; Tp <0.01; *p

<0.001.

Abreviaturas: DS, desviacion estandar; IFN, interferén; IL, interleucina; MCP, proteina
guimioatrayente de monocitos; TGF, factor de crecimiento transformante; TNF, factor de

necrosis tumoral.
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Figura 14: Comparacion de los valores de los marcadores inflamatorios entre
controles sanos y pacientes con tromboembolia pulmonar, y entre pacientes
con tromboembolia pulmonar segun los factores de riesgo.

Comparaciones entre controles sanos y pacientes con TEP, y entre pacientes con TEP
segun los factores de riesgo trombaticos, para los siguientes marcadores inflamatorios:
A) Interleucina (IL)-4; B) IL-2; C) IL-8; D) IL-1B; E) Factor de necrosis tumoral (TNF)-a; F)
proteina quimioatrayente de monocitos (MCP)-1; G) IL-17A; H) IL-6; ) IL-10; J) interferén
(IEN)-y; K) IL-12p70; L) factor de crecimiento transformante (TGF)-B1; M) ligando 10 de

qguimiocina con motivo C-X-C (CXCL)10.
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Abreviaturas: CXCL10, ligando 10 de quimiocina con motivo C-X-C; IFN, interferdn; IL,
interleucina; MCP, proteina quimioatrayente de monocitos; NP, no provocada; TAC,
trombosis asociada a cancer; TEP, tromboembolia de pulmdn; TGF, factor de crecimiento
transformante; TNF, factor de necrosis tumoral.
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Comparacion de los niveles de marcadores inflamatorios en muestras de
sangre entre pacientes con tromboembolia de pulmén segun factores de
riesgo de tromboembolismo venoso.

En el analisis de los marcadores inflamatorios en sangre, comparando los valores
de los distintos biomarcadores entre los pacientes con TEP provocada (n=20) y
pacientes con TEP no provocada (n=46), no encontramos diferencias
estadisticamente significativas entre grupos para ninguna de las determinaciones

en sangre (tabla 15y figura 14).

En cualquier caso, observamos sin diferencias estadisticamente significativas,
pero clinicamente relevantes que: los pacientes con TEP no provocada
presentaban valores mas elevados de IL-4 (8,97 uM vs 1,07 uM; p=0,086) y de
TNF-a (2,76 UM vs. 0,72 uM; p=0,120), pero inferiores de IL-6 (16,58 uM vs. 32,79
uM; p=0,187).

Ademas, al diferenciar a los pacientes con TEP asociada a céncer, no
encontramos diferencias estadisticamente significativas en los biomarcadores
inflamatorios entre los tres grupos (TEP no provocada [n=46], TEP asociada a
cancer [n=13] y TEP provocada por factores de riesgo distintos al cancer [n=7])
(tabla 16 y figura 14). En cualquier caso, nuevamente encontramos que los
pacientes con trombosis asociada a cancer presentaban valores superiores, Si
bien no estadisticamente significativos, de IL-6 (38,56 + 61,27 uM), en
comparacion con los pacientes con TEP no provocada (16,58 + 21,68 uM) y con
los pacientes con TEP provocada por un factor de riesgo distinto al cancer (22,07
+ 24,56 uM).
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Tabla 15: Marcadores inflamatorios comparando pacientes con
tromboembolia pulmonar provocada frente a no provocada.

: TEP no
\VEEIE Casos totales TEP provocada

provocada

Pacientes, N 66 46 20
IL-4; pg/ml (DS) 6,58 (25,54) 8,97 (30,34) 1,07 (2,51) 0,086
IL-2; pg/ml (DS) 1,09 (4,88) 0,73 (2,54) 1,93 (8,08) 0,365
CXCL10; pg/ml (DS) BEEVRCINGELYE) 113,74 (123,28) | 117,29 (97,85) 0,910
IL-1B; pg/ml (DS) BEECZVEE 1,36 (4,22) 1,37 (5,07) 0,991
TNF-a; pg/ml (DS) 2,14 (6,99) 2,76 (8,22) 0,72 (1,99) 0,120
MCP-1; pg/ml (DS) ENNEVCNE)M 182,59 (196,14) | 167,56 (138,91) 0,758
IL-17A; pg/ml (DS) 1,67 (4,65) 2,01 (5,40) 0,91 (1,96) 0,381
IL-6; pg/ml (DS) BEWENCELIA 16,58 (21,68) 32,79 (51,25) 0,187
IL-10; pg/ml (DS) | 1,75,36) ETHCED) 1,28 (3,10) 0,767
IFN- y; pg/ml (DS) BELNRLO 3,89 (15,45) 2,94 (11,81) 0,807
IL-12p70; pg/ml (DS) 1,37 (8,04) 1,74 (9,56) 0,53 (1,92) 0,579
IL-8; pg/ml (DS) 3,02 (6,38) 3,16 (6,76) 2,70 (5,54) 0,787
TGF-B1; pg/ml (DS) 85,15 (199,51) 89,47 (225,19) 75,22 (126,19) 0,792

Comparaciones entre pacientes con TEP provocaday TEP no provocada: ‘p <0.05;
Tp <0.01; *p <0.001.

Abreviaturas: CXCL10, ligando 10 de quimiocina con motivo C-X-C; DS, desviacion
estandar; IFN, interferén; IL, interleucina; MCP, proteina quimioatrayente de monocitos;
TEP, tromboembolia de pulmoén; TGF, factor de crecimiento transformante; TNF, factor de
necrosis tumoral.

Se consider6 TEP no provocada en ausencia de cancer activo, inmovilidad reciente,
cirugia, uso de estro6genos, embarazo, posparto o viajes de larga duracién; Se consideré
TEP provocada en presencia de inmovilidad reciente, cirugia, cancer, uso de estrégenos,
embarazo, posparto o viajes de larga duracion.
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Tabla 16: Marcadores inflamatorios en pacientes con tromboembolia
pulmonar comparando por grupos segun factores de riesgo (no provocada,
asociada a cancer, provocada).

_ TEP no TEP asociada a =
Variable Casos totales : p
provocada cancer provocada

Pacientes, N 66 46 13 7

IL-4; pg/ml (DS) 6,58 (25,54) 8,97 (30,34) 0,42 (1,05) 2,27 (3,89) 0,514
IL-2; pg/ml (DS) 1,09 (4,88) ‘ 0,73 (2,54) 2,83 (10,03) 0,25 (0,44) 0,356
CXCL10; pg/ml (DS) pEEERINGEEW )N 113,74 (123,28) | 133,57 (105,77) | 87,06 (79,41) 0,693
IL-1B; pg/ml (DS) 1,36 (4,46) 1,36 (4,22) 1,72 (6,21) 0,72 (1,92) 0,895
TNF-a; pg/ml (DS) 2,14 (6,99) ‘ 2,76 (8,22) 0,66 (2,38) 0,84 (1,11) 0,559
MCP-1; pg/ml (DS) IVEHZNGVANC)N 182,59 (196,14) | 188,69 (154,85) 128,30 0,743

(101,92)

IL-17A; pg/ml (DS) 1,67 (4,65) ‘ 2,01 (5,40) 0,81 (2,00) 1,10 (2,03) 0,678
IL-6; pg/ml (DS) 21,49 (33,91) 16,58 (21,68) 38,56 (61,27) 22,07 (24,56) 0,118
IL-10; pg/ml (DS) 1,75 (8,36) 1,96 (9,84) 1,84 (3,76) 0,25 (0,44) 0,884
IFN-y; pg/ml (DS) 3,60 (14,36) ‘ 3,89 (15,45) 4,07 (14,69) 0,84 (1,47) 0,868
IL-12p70; pg/ml 1,37 (8,04) 1,74 (9,56) 0,73 (2,38) 0,16 (0,43) 0,849
(DS)

IL-8; pg/ml (DS) 3,02 (6,38) ‘ 3,16 (6,76) 3,66 (6,72) 0,90 (0,97) 0,636
TGF-B1; pg/ml (DS) 85,15 (199,51) 89,47 (225,19) 89,34 (133,43) | 49,02 (116,55) 0,883

Comparaciones entre pacientes con TEP no provocada, TEP asociada a cancer y
TEP no provocada (ANOVA): "p <0.05; Tp <0.01; *p <0.001.

Abreviaturas: CXCL10, ligando 10 de quimiocina con motivo C-X-C; DS, desviacion
estandar; IFN, interferén; IL, interleucina; MCP, proteina quimioatrayente de monocitos;
TEP, tromboembolia de pulmén; TGF, factor de crecimiento transformante; TNF, factor de
necrosis tumoral.

Se consider6 TEP no provocada en ausencia de cancer activo, inmovilidad reciente,
cirugia, uso de estrégenos, embarazo, posparto o viajes de larga duracién; El cancer
activo se defini6 como cancer recién diagnosticado o en tratamiento antineoplasico de
cualquier tipo (es decir, cirugia oncoldgica, quimioterapia, radioterapia, terapias
hormonales, de apoyo o combinadas); Se consider6 TEP provocada en presencia de
inmovilidad reciente, cirugia, uso de estrégenos, embarazo, posparto o viajes de larga
duracion.
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4.2.4. Objetivo secundario 3: Biomarcadores de coagulaciéon en sujetos

sanos y pacientes con TEP

En comparacién con controles sanos, encontramos que los pacientes con TEP
presentan valores mas elevados de dimero D (2.901 ng/ml vs. 100 ng/mi;
p<0,001), del activador tisular del plasminégeno (tPA) (12.710 pg/ml vs. 4.967
pg/ml; p<0,001) y del factor IX de la coagulacion (2.759 pg/ml vs. 1.713 pg/mi;
p<0,001). También observamos que los pacientes con TEP aguda presentan una
tendencia hacia valores mas elevados del sCD40L (6.200 pg/ml vs. 3.197 pg/ml,
p=0,069) y de la P-selectina (2.206 pg/ml vs. 1.232 pg/ml; p= 0,156) (tabla 17 y
figura 9).

Tabla 17: Marcadores de la coagulacibn comparando casos frente a

controles.
Variable ‘ Casos ‘ Controles ‘ p
Pacientes, N 66 15
P-selectina; pg/ml (DS) | 2.206,36 (2.577,53) 1.232,55 (1.007,26) 0,156
Dimero D; ng/ml (DS) 2.900,95 (5.513,27) 99,65 (48,90) <0,001%
PSGL-1; pg/ml (DS) 1.444,79 (1.099,18) 1.934,24 (2.543,77) 0,477
tPA; pg/ml (DS) 12.709,67 (7.374,29) | 4.966,87 (2.449,37) <0,001%
sCD40L; pg/ml (DS) 6.199,64 (8.262,30) | 3.196,55 (4.791,48) 0,069
PAI-1; ng/ml (DS) 503,18 (273,03) 538,56 (504,59) 0,796
Factor IX; ng/ml (DS) 2.759,01 (942,10) 1.713,01 (1.047,76) <0,001%

Comparaciones entre casos (pacientes con TEP) y controles: “p <0.05; Tp <0.01; *p
<0.001.

Abreviaturas: DS, desviacion estandar; IL, interleucina; PAI-1, inhibidor del activador del
plasmindgeno-1; PSGL-1, ligando-1 de glicoproteina p-selectina; sCD40L, ligando CD40
soluble plaquetario; tPA, activador tisular del plasminégeno.
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Comparacion de los niveles de marcadores de la coagulacion en muestras
de sangre entre pacientes con tromboembolia de pulmdn segun factores de
riesgo de tromboembolismo venoso.

En el andlisis comparativo de los niveles de estos marcadores de la coagulacion
entre los pacientes con TEP aguda (N=66), de acuerdo con los factores de riesgo
de ETEV (TEP no provocada; n=46 vs. TEP provocada; n=20), no encontramos

diferencias (tabla 18 y figura 15).

Tabla 18: Marcadores de la coagulacion comparando pacientes con

tromboembolia pulmonar provocada frente a no provocada.

: Casos TEP no
Variable TEP provocada p
totales provocada

Pacientes, N 66 ‘ 46 20

P-selectina; pg/ml (DS) 2.206,36 2.159,57 2.314,00 0,825
(2.577,53) (2.249,94) (3.274,33)

Dimero D; ng/ml (DS) 2.900,95 2.942,12 2.806,26 0,928
(5.513,27) (5.880,06) (4.699,44)

PSGL-1; pg/ml (DS) 1.444,79 1.374,60 1.606,25 0,436
(1.099,18) (1.167,28) (931,05)

tPA; pg/ml (DS) 12.709,67 12.108,72 14.091,88 0,319
(7.374,29) (5.808,26) (10.161,27)

sCD40L; pg/ml (DS) 6.199,64 6.017,28 6.619,05 0,788
(8.262,30) (7.773,16) (9.495,79)

PAI-1; ng/ml (DS) 503,179 459,682 197,981 0,126
(273,03) (197,98) (383,49)

Factor IX; ng/ml (DS) 2.759,008 2.635,823 3.042,332 0,108
(942,10) (908,55) (979,84)

Comparaciones entre pacientes con TEP no provocaday TEP provocada: ‘p <0.05;
Tp <0.01; *p <0.001.

Abreviaturas: DS, desviacion estandar; IL, interleucina; PAI-1, inhibidor del activador del
plasminogeno-1; PSGL-1, ligando-1 de glicoproteina p-selectina; sCD40L, ligando CD40
soluble plaquetario; tPA, activador tisular del plasminégeno.

Se consider6 TEP no provocada en ausencia de cancer activo, inmovilidad reciente,
cirugia, uso de estrogenos, embarazo, posparto o viajes de larga duracion; Se consideré
TEP provocada en presencia de inmovilidad reciente, cirugia, cancer, uso de estrégenos,
embarazo, posparto o viajes de larga duracion.
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Figura 15: Comparacion de los valores de los marcadores de la coagulacion
entre controles sanos y pacientes con TEP, y entre pacientes con
tromboembolia pulmonar segun los factores de riesgo.

Comparaciones entre controles sanos y pacientes con TEP, y entre pacientes con TEP
segun los factores de riesgo trombdticos, para los siguientes marcadores coagulacion: A)
P-selectina; B) dimero D; C) ligando-1 de glicoproteina p-selectina; D) activador tisular del
plasminogeno; E) ligando CD40 soluble plaquetario; F) inhibidor del activador del
plasmindgeno-1; G) factor IX de la coagulacion.
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Abreviaturas: NP, no provocada; PAI-1, inhibidor del activador del plasminégeno-1;
PSGL-1, ligando-1 de glicoproteina p-selectina; sCD40L, ligando CD40 soluble
plaguetario; TAC, trombosis asociada a cancer; TEP, tromboembolia de pulmén; tPA,
activador tisular del plasminégeno.

Adicionalmente, diferenciamos el subgrupo de pacientes cuya TEP aconteci6 en
el contexto de un cancer activo subyacente (N=13) del resto de pacientes con TEP
provocada por otros factores de riesgo distintos al cancer (N=7) (tabla 19); los
pacientes con una TEP provocada presentan valores inferiores de tPA (9.614,36
+ 1.210,89 pg/ml) en comparacion con los pacientes con trombosis asociada a
cancer (16.502,85 + 799,63 pg/ml) y con los pacientes con TEP no provocada
(12.108,72 + 5.808,26 pg/ml), aunque de forma no estadisticamente significativa
(p=0,081).
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Tabla 19: Marcadores de la coagulacion en pacientes con tromboembolia
pulmonar comparando por grupos segun factores de riesgo (no provocada,

asociada a cancer, provocada).

VTt Casos TEP no TEP asociado TEP .

totales provocada a cancer provocada

Pacientes; N 66 46 7

P-selectina; BRI 2.159,57 2.874,62 1.272,86 0,411

pg/ml (DS) (2.577,53) (2.249,94) (3.948,11) (910,97)

Dimero D; | 290095 [FXYVER 3.741,47 1.069,42 0,591

ng/ml (DS) (5.513,27) (5.880,06) (5.655,09) (748,73)

PSGL-1; 1.444,79 1.374,60 1.604,88 1.608,79 0,740

pg/ml (DS) (1.099,18) (1.167,28) (799,63) (1.210,89)

tPA; pg/ml (DS) 12.709,67 12.108,72 16.502,85 9.614,36 0,081
(7.374,29) (5.808,26) (11.662,43) (4.353,64)

sCD40L; pg/ml (DS) [CECENYSM  6.017,28 8.158,38 3.760,29 0,513
(8.262,30) (7.773,16) (11.106,03) (4.353,64)

PAI-1; ng/ml (DS) 503,18 459,68 605,37 599,24 0,146
(273,03) (197,98) (372,80) (433,27)

Factor IX; ng/ml (DS) BEREENG  2.635,82 3.194,19 2.760,31 0,170
(942,10) (908,55) (1.076,35) (761,89)

Comparaciones entre pacientes con TEP no provocada, TEP asociado a cancer y
TEP provocada (ANOVA): "p <0.05; Tp <0.01; *p <0.001.

Abreviaturas: DS, desviacion estandar; PAI-1, inhibidor del activador del plasminégeno-
1; PSGL-1, ligando-1 de glicoproteina p-selectina; sCD40L, ligando CD40 soluble
plaquetario; tPA, activador tisular del plasminégeno.

Se consider6 TEP no provocada en ausencia de cancer activo, inmovilidad reciente,
cirugia, uso de estrégenos, embarazo, posparto o0 viajes de larga duracion; El cancer
activo se defini6 como cancer recién diagnosticado o en tratamiento antineoplasico de
cualquier tipo (es decir, cirugia oncologica, quimioterapia, radioterapia, terapias
hormonales, de apoyo o combinadas); Se consider6 TEP provocada en presencia de
inmovilidad reciente, cirugia, uso de estrégenos, embarazo, posparto o viajes de larga
duracion.

97




Alberto Garcia Ortega

4.2.5. Objetivo secundario 4: Correlacion e Integracion de los metabolitos
derivados del microbioma con los parametros inflamatorios y de la

coagulacion

Correlacion de los metabolitos derivados del microbioma

De acuerdo con los resultados anteriores, en el analisis de correlacion de los
distintos metabolitos derivados del microbioma entre si, encontramos una
correlacion alta entre los valores de isovalérico e isobutirico (r = 0,88). Asi mismo,
encontramos una correlacion moderada entre los valores de propiénico con los
valores de valérico (r = 0,53), isobutirico (r = 0.49) e isovalérico (r = 0,48). Por el

contrario, la correlacion entre TMAO y &cido acético fue baja (r = 0,28) (figura 16).

Figura 16: Grado de correlacion de los metabolitos derivados del

microbioma
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Abreviaturas: TMAO, N-6xido trimetilamina.
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Correlacion de los metabolitos del microbioma con parametros inflamatorios

En el andlisis de correlacién, encontramos que varios de los parametros
inflamatorios presentan una correlacion positiva con los valores del &cido acético
y del acido butirico, y una correlacion negativa con los valores de isobutirico e
isovalérico, especialmente TGF-, MCP-1, IP-10 y p-selectina; por el contrario, la
mayoria de las interleucinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70), el IFN gamma
y el TNF-a no se correlacionan significativamente con ninguno de los metabolitos

derivados del microbioma (figura 17).

Figura 17: Analisis en red de la correlacion de los metabolitos derivados del

microbioma con los parametros inflamatorios.
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Abreviaturas: IFN, interferén; IL, interleucina; MCP, proteina quimioatrayente de
monocitos; TGF, factor de crecimiento transformante; TMAO, N-6xido trimetilamina; TNF,
factor de necrosis tumoral.
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Entre ellos, destaca la correlacion del TGF-B con el isovalérico (r= -0,64), con el
butirico (r= 0,63), con el isobutirico (r=-0,6) y con el acético (r= 0,53); del MCP-1
con el butirico (r= 0,62) y el acético (r= 0,53); y del IP-10 con el acético (r= 0,53) y
el isobutirico (r=-0,53) (figura 18).

Figura 18: Correlacion de los metabolitos derivados del microbioma con los

parametros de inflamacion.
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Abreviaturas: IFN, interferén; IL, interleucina; MCP, proteina quimioatrayente de
monocitos; TGF, factor de crecimiento transformante; TMAO, N-6xido trimetilamina; TNF,
factor de necrosis tumoral.
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Correlacion de los metabolitos del microbioma con parametros de la
coagulacion

Identificamos una baja correlacion entre los valores de los metabolitos derivados
del microbioma y los biomarcadores de la coagulacion, a excepcién del isobutirico
que se correlaciona negativamente con el valor de dimero D (r= -0,48) y de
SCDL40 (r= -0,65). El valor de SCDL40 también se correlacioné negativamente
con el valor de isovalérico (r=-0,68) y positivamente con los valores de acético (r=
0,47) (figuras 19y 20).

Figura 19: Anédlisis en red de la correlacion de los metabolitos derivados del

microbioma con los parametros de la coagulacion.
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Abreviaturas: PAI-1, inhibidor del activador del plasminégeno-1; PSGL-1, ligando-1 de
glicoproteina p-selectina; sCD40L, ligando CD40 soluble plaquetario; TMAO, N-Oxido
trimetilamina; tPA, activador tisular del plasmindgeno.
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Figura 20: Correlacion de los metabolitos derivados del microbioma con los

parametros de la coagulacion.
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Abreviaturas: PAI-1, inhibidor del activador del plasminégeno-1; PSGL-1, ligando-1 de
glicoproteina p-selectina; sCD40L, ligando CD40 soluble plaquetario; TMAO, N-Oxido
trimetilamina; tPA, activador tisular del plasminégeno.
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5. DISCUSION:

5.1. Valoracion de los resultados del estudio

Hasta la fecha y en nuestro conocimiento, este es el primer estudio que explora el
potencial papel del microbioma en la embolia de pulmén y las diferencias que
pueden existir segun los factores de riesgo que han contribuido en la etiopatogenia
de la TEP.

En nuestro estudio, los pacientes con TEP aguda presentan diferencias
significativas en los metabolitos derivados del microbioma, en comparacion con
sujetos sanos, caracterizadas por mayores niveles sanguineos de TMAO y acido

acético y menores concentraciones de los acidos propidnico, isobutirico y valérico.

Ademas, entre los pacientes con TEP, observamos diferencias en las
concentraciones de los metabolitos derivados del microbioma segun sus factores
de riesgo etioldgicos. Los pacientes con TEP no provocada (o idiopatica)
presentan valores mas elevados de acido acético y TMAO que los pacientes que

presentan una TEP provocada por factores de riesgo distintos al cancer.

Adicionalmente, en la linea de trabajos de investigacion previos que han evaluado
las diferencias en los metabolitos derivados del microbioma y su papel modulador
en la carcinogénesis en los pacientes con cancer, en nuestro trabajo encontramos
gue los pacientes con trombosis asociada a cancer presentan caracteristicamente
valores de acido acético significativamente mas elevados, lo que plantea la
hipotesis de su potencial utilidad como marcador de neoplasia en este escenario
de trombosis.
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5.1.1. Pacientes con tromboembolia de pulmén vs. controles sanos

5.1.1.1. Papel de los metabolitos derivados del microbioma

En el andlisis funcional del microbioma, los pacientes diagnosticados de una TEP
aguda presentan un perfil metabolémico diferente respecto a los controles sanos,
fundamentalmente diferenciado por valores superiores de TMAO y de acido
acético, e inferiores de acido propionico, acido isobutirico y &cido valérico. Entre
los distintos biomarcadores derivados del microbioma, el acido valérico fue el
metabolito que mostré6 que mejor discrimina a los pacientes que presentan una
TEP, respecto a controles sanos. Asi, como ya se ha observado en otras
enfermedades cardiovasculares, los metabolitos derivados del microbioma

podrian estar implicados en la TEP.

Estos hallazgos son novedosos en el estudio de la TEP, ya que apenas existen
estudios hasta la fecha que hayan evaluado estas diferencias en el perfil de los
metabolitos derivados del microbioma en pacientes con TEP con respecto a
controles sanos. Sin embargo, si ha sido mas ampliamente estudiado el papel del
microbioma y sus metabolitos funcionales, principalmente el TMAO, en otras

enfermedades cardiovasculares.

Muy recientemente se ha publicado un pequefio estudio que ha evaluado las
diferencias en la microbiota intestinal y de los metabolitos séricos entre 8 pacientes
con ETV (TVP y/o TEP) confirmada y 7 controles sanos. Para el estudio de la
microbiota intestinal, se recogieron muestras fecales de pacientes con ETV y
controles, realizando la secuenciacion de los perfiles del 16S ARNr para identificar
la diferencias taxondmicas en la microbiota intestinal. Los autores observaron que
los pacientes con ETV presentaron alteraciones en el microbioma, caracterizadas
por un sobrecrecimiento de la microbiota intestinal, enriquecida de Blautia,
Roseburia, Coprococcus y Ruminococcus.®* Estas bacterias se han relacionado
anteriormente con un estado proinflamatorio y pro-trombatico, y se han asociado
con distintas enfermedades como la diabetes tipo 2 o la enfermedad inflamatoria
intestinal.24-297 En cuanto a los metabolitos derivados del microbioma analizados

en muestras de sangre, encontraron valores de colina sérica y acido litocolico en
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el grupo de pacientes con ETV.8* A diferencia de nuestro trabajo, no se incluyeron
en el analisis otros metabolitos como el TMAO o el 4cido acético, sobre los que
disponemos de mas bibliografia que apoya su papel tanto en la trombosis como

en el desarrollo de distintas enfermedades cardiovasculares.112:208

En cuanto al TMAO, apenas existen datos sobre el papel de la TMAO en la TEP
aguda y ninguno que compare los niveles de TMAO en pacientes con ETV o TEP
frente a controles sanos. Tal y como avanzado en la introduccién, ya se ha
estudiado ampliamente la relacion del TMAO con el desarrollo de eventos
cardiovasculares. Como sucede en nuestro trabajo, valores mas elevados de
TMAO han sido relacionados de forma consistente con la presencia y aparicion de
distintas enfermedades cardiovasculares, como la cardiopatia isquémica.814220°
Si bien apenas existen estudios enfocados en TEP, tenemos mas evidencias de
su relacién con la fisiopatologia de la TEP de forma indirecta, tanto por su rol en
distintos mecanismos patogénicos subyacentes de la ETV, como por su

asociacion con otras enfermedades cardiovasculares distintas a la TEP.

Se ha reportado que el TMAO incrementa la actividad plaquetaria y el riesgo de
trombosis en estudios in vitro y en humanos.?® La TMAO parece modular la
movilizacion plaguetaria dependiente de calcio, lo que incrementa la respuesta
plaquetaria y la activaciéon de monocitos y macréfagos.?!' En una cohorte de
sujetos sanos, se evidencid una asociacion dosis-dependiente entre los niveles de
TMAO en plasma y la agregacion plaquetaria.?'® Este efecto desfavorable sobre
la agregacion plaquetaria explicaria su impacto en el mayor riesgo de
aterosclerosis. Ademas, el TMAO incrementa la captacion de colesterol por los
macrofagos, lo que lleva a la formacion de células espumosas, y la activacion de

monocitos/macréfagos, favoreciendo el desarrollo de lesiones ateroscleréticas. 40

En nuestro estudio no encontramos una correlacion significativa entre los valores
de TMAO vy las cifras de plaquetas en el momento del diagnéstico del evento
tromboembdlico venoso, lo que no nos permite confirmar este papel del TMAO en
la actividad plaquetaria para el desarrollo de ETV. Tampoco encontramos ningun
grado de correlacion de los leucocitos con los distintos metabolitos derivados del

microbioma analizados. Sin embargo, tantos los monocitos como las plaquetas
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han demostrado estar implicados en el inicio y la amplificacion de los eventos
tromboembdlicos venosos. En el desarrollo de la trombosis venosa, los monocitos
y los neutréfilos son los leucocitos principales adheridos a las paredes de la venas;
similarmente, las plaquetas se adhieren al endotelio vascular favoreciendo el
reclutamiento neutrofilico y la formacion de NETs, implicados en la trombogénesis
venosa y en la activacion plaquetaria.?’> De hecho, los tratamientos
antiplaquetarios como el acido acetilsalicilico, se han empleado como estrategia
para reducir el riesgo de ETV, fundamentalmente en la prevencién secundaria.?'?
En cualquier caso, su eficacia antitrombotica es inferior a la de los

anticoagulantes.?!4

Méas alla de su papel en los mecanismos etiopatogénicos de la ETV, un
metaanadlisis reciente demostré que también existe una asociacién positiva dosis-
dependiente entre los niveles plasméaticos de TMAO y un incremento tanto del

riesgo cardiovascular como de la mortalidad.?*®

Algunos trabajos han evaluado los ecosistemas microbiolégicos a nivel intestinal
en pacientes con IAM, observando situaciones de disbiosis en estos
escenarios.?'6217 Ademas, se ha empezado a estudiar el papel de los metabolitos
derivados del microbioma como biomarcadores en estas enfermedades
cardiovasculares. Un estudio prospectivo reciente evidencié las alteraciones del
microbioma en los pacientes con IAM.1% Los autores identificaron que los valores
de TMAO y &cido acético eran superiores en los pacientes con IAM, en
comparacion con controles sanos. Ademas, los valores de propionico también
resultaron inferiores en los pacientes con IAM. Estos hallazgos son coincidentes
con nuestros resultados, en el caso del estudio MICTEP comparando a sujetos

con TEP con controles sanos.

En otra cohorte de mas de 4.000 individuos remitidos para realizacién de una
coronariografia electiva en situacion de estabilidad, y que fueron seguidos durante
3 afnos, se observé una relacion dosis-dependiente entre los niveles plasmaticos
de TMAO vy la incidencia acumulada de eventos cardiovasculares, definidos como
infartos de miocardio e infartos cerebrales.*® Este riesgo aumentado se mantenia

incluso después de ajustarse por distintos factores de riesgo clasicos.43:20°
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Aunque la mayoria de la evidencia bibliografica actual se sustenta sobre el impacto
de los metabolitos derivados del microbioma en la trombosis arterial,
fundamentalmente en el IAM, estos resultados también tienen trascendencia en la
TEP, no sOlo por tratarse de otra de las enfermedades cardiovasculares
principales, sino porque es conocida la estrecha interrelacion entre la TEP y el
IAM. La existencia de una asociacion entre la aterotrombosis y la ETV fue sugerida
inicialmente por Prandoni et al., cuando los autores observaron que la presencia
de placas de ateroma en las arterias carotidas se asociaba con el doble de riesgo
de presentar ETV.?!8 Estos resultados fueron refrendados en ulteriores trabajos
gue confirmaron el riesgo aumentado de ETV entre los pacientes con historia de
cardiopatia isquémica. Por lo tanto, el IAM es considerado un factor de riesgo de
presentar complicaciones tromboembdlicas venosas.?'°??2° De hecho, ambas
enfermedades cardiovasculares comparten una gran cantidad de factores de
riesgo y algunos elementos de la fisiopatologia son comunes entre la trombosis
venosa originaria de la TEP y la aterotrombosis del IAM.?'° Entre los factores de
riesgo compartidos, destacan distintas alteraciones metabdlicas, como la
obesidad, la diabetes o la dislipemia, entre otras, que son importantes factores de
riesgo comunes reconocidos en las dos entidades.??1222 De este modo, se sugiere
la posibilidad de realizar también determinadas inferencias en los resultados
disponibles en la bibliografia sobre el papel del microbioma en la trombosis arterial

y su potencial relacion con el desarrollo de ETV, incluyendo la TEP.

En este punto, la dieta, que se ha explicado que es critica para la correcta
funcionalidad del microbioma, es uno de los elementos que mejor correlacionan el
papel del microbioma en la génesis de la ETV y el IAM mediado por la dieta. Dietas
ricas en frutas, verduras y pescado se han asociado con un menor riesgo de ETV,
lo que podria explicarse por el impacto de los metabolitos del microbioma en la
génesis de la trombosis.??® El microbioma se ve afectado por la dieta, pero también
estd vinculado con el metabolismo de los alimentos influyendo en como se
procesan y absorben los nutrientes, como el colesterol y la glucosa, habiéndose
relacionado con distintos factores metabolicos de riesgo cardiovascular.

En nuestro estudio, en el que hemos analizado Unicamente metabolitos derivados
exclusivamente del microbiomay relacionados con la dieta, obtenemos resultados

que evidencian niveles plasmaticos de TMAO significativamente superiores en los
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pacientes con ETV con respecto a controles sanos, que se podrian explicar por el
propio papel del TMAO en la génesis tromboética. Sin embargo, el disefio de
nuestro estudio no permite descartar que esta elevacion de TMAO sea
consecuencia del propio proceso tromboético, ni tampoco que sea debido a
diferencias significativas en la dieta de los pacientes con TEP en comparacion con

los sujetos sanos.

En cualquier caso, estos hallazgos apoyarian la plausibilidad biolégica para la
existencia de una nueva diana farmacoldgica en la prevencion de la ETV. Estas
diferencias entre pacientes y controles necesitan ser validadas en otras cohortes,
con estudios disefiados con este objetivo y, adicionalmente, buscando estrategias
de segunda etapa que modulen o bloqueen la produccion de estos metabolitos
bacterianos para controlar la inflamacion asociada a la TEP. De hecho, ya hay
datos sobre la utilidad de la administracion de inhibidores de la TMAO, sin
modificar el microbioma propiamente, en modelos animales. Asi, se ha
demostrado que esta intervencion farmacoldgica logra bloquear el mecanismo
trombogénico relacionado con la TMAO e inducido por la dieta, lo que apoyaria la

utilidad de esta via farmacoldgica en la prevencién de riesgo cardiovascular.t>!

Mas alla de su papel en la etiopatogenia, un estudio multicéntrico realizado en
Suiza en el que se recogieron 859 pacientes ancianos (= 65 afios) con ETV aguda,
que fueron seguidos durante una media de 28 meses, se evaluo la relacion entre
los niveles plasmaticos de la TMAO al diagndstico (agrupados en tres categorias
-bajo, intermedio y alto-), y la aparicion de complicaciones durante el seguimiento.
Las variables principales del estudio analizadas fueron, por lo tanto, la recurrencia
tromboembdlica venosa, los sangrados y la mortalidad. Este estudio fallé6 en
demostrar la existencia de cualquier asociacion de los niveles de TMAO con las
recurrencias trombaoticas, o con la aparicion de hemorragias; sin embargo, el
estudio demostré una asociacion entre los niveles de TMAO y la mortalidad
durante el seguimiento; los pacientes con niveles intermedios de TMAO
presentaron una menor mortalidad que los pacientes con niveles de TMAO bajos
(hazard ratio [HR] ajustado: 0,68; 1C95%, 0,47-0,98, p=0,0039) demostrandose
una asociacion en forma de U, hasta ahora desconocida, entre los niveles de

TMAO y la mortalidad durante el seguimiento en la ETV (p ajustada=0,045).208
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Como los niveles de TMAO dependen de distintos elementos exdgenos, estos
resultados sugieren el potencial impacto de las infecciones concomitantes, la dieta
y el uso de antibidticos en la mortalidad tras una TEP. En cualquier caso, estos
resultados requieren de ensayos clinicos que evaluen los verdaderos efectos de
la modificacion de los niveles de TMAO en términos de eficacia y de seguridad. El
andlisis del papel del microbioma en el prondstico de la TEP no fue uno de los
objetivos de nuestro estudio. Aunque nuestra cohorte también fue seguida durante
una media de 26 meses, nuestro estudio presenta la limitaciéon tanto del tamafio
muestral como del bajo nimero de eventos durante el seguimiento. Esto supone
una baja potencia estadistica del estudio para evaluar el papel prondstico del
metaboloma, tanto de la TMAO como del resto de metabolitos funcionales del
microbioma. Por lo tanto, son necesarios nuevos estudios con mayor tamano

muestral y dirigidos a este analisis para evaluar adecuadamente esta cuestion.

5.1.1.2. Papel de los biomarcadores inflamatorios

Mas alla del analisis funcional del microbioma, en la evaluacion de la relacion de
distintos parametros inflamatorios con la TEP, encontramos que los pacientes que
sufren una TEP presentaron valores inferiores en la mayoria de los biomarcadores
inflamatorios (i.e., IL-4, IL-2, IL-17-A, IL-8, TNF-a e IFN-y) a excepcion de la IL-6
gue fue significativamente superior en los pacientes con TEP aguda en

comparacion con los controles sanos.

Estos resultados son similares a los observados en estudios basicos previos
realizados en pacientes con TEP. Un trabajo previo que analizaba la expresion
genética de distintos marcadores inflamatorios en sangre periférica observé una
menor expresion de distintas interleucinas (e.g., IL-2, IL-20) e IFN-y en pacientes
con TEP respecto a controles sanos.??* Sin embargo, otros trabajos han reportado
una elevacion significativa de distintas citocinas inflamatorias en pacientes con
ETV.??5 Esta situacion proinflamatoria asociada a la TEP ha sido explicada con
modelos animales de ETV, en la que se ha comprobado que se produce una

infiltracion leucocitaria precoz en la pared del vaso, con una infiltracibn monocitaria
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y linfocitaria posteriores.??® En cualquier caso, existe poca bibliografia
actualmente, y con resultados heterogéneos, que evallen el papel diagnéstico de

las interleucinas y otros marcadores inflamatorios en la ETV.225

La IL-6 incrementa la produccion de factor tisular, la transcripcion de factor VIl y
la produccién de fibrindgeno.??” Esto podria explicar nuestra observacion de
valores de IL-6 superiores en los pacientes con TEP, respecto a los controles. Sin
embargo, existen resultados contradictorios sobre los niveles de IL-6 en el

momento del diagnéstico de TVP y TEP.?28.229

Aln no se conoce completamente la relaciéon entre inflamaciéon y ETV.?*° La
respuesta inflamatoria en la ETV puede ser potencialmente tanto la causa como
la consecuencia de la propia trombosis. El papel de la inflamacién en la
patogénesis de la ETV se ha basado sobre todo en la observacion de un aumento
de riesgo tromboembdlico venoso en los pacientes con determinadas
enfermedades inflamatorias, como la enfermedad inflamatoria intestinal y las
vasculitis sistémicas.?®'-233 En un estudio prospectivo observacional realizado por
nuestro grupo en pacientes ingresados por infeccion COVID-19, la PCR elevada
se asocidé con una mayor incidencia de TEP.23* Por otro lado, la disbiosis podria
contribuir a un estado de inflamacion crénica en el organismo, que podria
contribuir al desarrollo de enfermedades cardiovasculares, como sucede en la
aterosclerosis. Ademas, las citocinas inflamatorias podrian favorecer el desarrollo

de eventos trombéticos influyendo en la expresion de factor tisular.23®

A pesar de lo anterior, en nuestro estudio identificamos una menor respuesta
inflamatoria evaluada por estos biomarcadores inflamatorios en los pacientes con
TEP. Esto podria ser explicado parcialmente por el papel que ejercen los AGCC
en la menor produccién de distintas citocinas inflamatorias a través de su inhibiciéon

del factor nuclear kappa B.129:130

En un trabajo previo de Marchena et al., los autores observaron una elevacion de
IL-6 e IL-8 en menos del 10% de los pacientes con TEP. Este subgrupo de
pacientes con biomarcadores inflamatorios elevados presentdé una peor
supervivencia.’’” Otros trabajos apoyarian la posible utilidad de los marcadores de
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inflamacion en la ETV en aras de identificar a pacientes con mayor riesgo de
desarrollar eventos adversos; e incluso se han propuesto terapias
antiinflamatorias para el manejo de la TEP aguda con disfuncion del ventriculo
derehco, por el potencial efecto beneficioso de los mismos sobre el ventriculo

derecho.?6:236

Por lo tanto, la principal aplicabilidad de estos marcadores inflamatorios en la TEP
podria ser prondstica, no quedando aclarada su utilidad para la diferenciacion de
pacientes con TEP respecto a controles sanos y, en consecuencia, para su
diagndstico. De hecho, las guias de préactica clinica actuales no establecen el
empleo de marcadores de inflamacion ni reactantes de fase aguda en la valoracion

diagnéstica de sospecha de TEP.%3!

Por otro lado, los metabolitos derivados del microbioma estéan involucrados en la
modulacion de la inflamacion y también han sido relacionados con algunos
trastornos de la coagulacion, por lo que planteamos analizar la posible correlacion
en los niveles de estos marcadores del microbioma (TMAO, acético, butirico, etc)
y los distintos biomarcadores inflamatorios. En nuestro trabajo, encontramos que
los niveles de acético y de butirico se relacionan de forma directamente
proporcional con valores plasmaticos mas elevados de algunas moléculas
proinflamatorias. Estos hallazgos podrian ser explicados como la consecuencia de
la alteracion de la composicidbn taxondmica de la microbiota intestinal que
condiciona un estado proinflamatorio local y sistémico, desencadenado por la
mayor permeabilidad intestinal y la liberacién de sustancias inflamatorias a la
circulaciéon sanguinea.’®® Por otro lado, esta correlacion también podria ser
explicada en sentido inverso, ya que el propio estado inflamatorio se asocia tanto
con el desarrollo de disbiosis, como con un aumento de la permeabilidad intestinal
y la produccién de distintos metabolitos especificos.'® Por otro lado, resulta
destacable que no encontramos ninguna correlaciéon del microbioma con ninguna
de las interleucinas investigadas.

Se debe seguir investigando el papel de la inflamacion en las situaciones de
disbiosis para conocer mejor sus vias patogénicas y el potencial impacto de

estrategias terapéuticas contra la respuesta inflamatoria, antes y después de la
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TEP, ya que la implicacion de la microbiota intestinal en la homeostasis global

humana parece evidente.

5.1.1.3. Papel de los biomarcadores de la coagulacion

El notable papel de la hipercoagulabilidad en la patogénesis de la ETV esta mucho
mas establecido. Asi, el riesgo de ETV se ha asociado de forma consistente a la
presencia de alteraciones en la coagulacion. Este es el caso de los pacientes con
trombofilias, hereditarias o adquiridas, que presentan un riesgo aumentado de

ETV con respecto a la poblacion general.®®

En el andlisis de los biomarcadores de la coagulacion, como era esperable, los
pacientes que padecen una TEP aguda presentaron diferencias significativas en
algunos de los factores de la coagulacion en comparacion con los sujetos sanos
analizados, incluyendo valores mas elevados de dimero D, del tPA y del factor IX
de la coagulacién. En cuanto a los valores del sCD40L, los valores medios fueron

mas altos en los pacientes con TEP, al limite de la significacion estadistica.

Sin embargo, en nuestro trabajo encontramos una escasa correlacion entre las
determinaciones de los distintos metabolitos derivados del microbioma y los

parametros de la coagulacion.

5.1.2. Papel de los metabolitos del microbioma en la identificacion de

factores de riesgo subyacentes

En nuestra poblacion, la mayoria de los pacientes (69,8%) presentaron el episodio
tromboembdlico venoso sin identificarse ningan factor de riesgo transitorio, como
se ha descrito en la mayoria de las series.190.192237.238 Ademas, entre el resto de
los pacientes en los que si identificamos un factor de riesgo asociado, en la
mayoria de ellos el factor de riesgo fue el cancer.

Nuestra hipoétesis inicial planteaba que en determinados pacientes que
presentaran una TEP aguda sin factores de riesgo transitorios asociados, lo que
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cldsicamente era clasificado como TEP idiopética, podria existir un trastorno en la
homeostasis de la microbiota y del microbioma, predisponente para la génesis del
evento cardiovascular. De acuerdo con nuestros resultados, los valores de acético
se asocian con los factores de riesgo de TEP, de manera que los pacientes que
presentan un evento idiopatico tienen valores mas elevados de este biomarcador
que aquéllos en los que identificamos factores de riesgo, pero distintos al cancer.
De forma similar, encontramos niveles de TMAO mas elevados con mas
probabilidad en los pacientes con una TEP idiopatica. Ademas, observamos que
el 4cido acético podria ser un buen marcador de trombosis asociada a cancer, ya
gue encontramos una asociacion entre el acido acético y la presencia de cancer,
segun la cual los niveles de acido acético mas elevados aumentan la probabilidad

de presentar un cancer subyacente en el contexto de la propia TEP.

Nuestro trabajo apoya la hipétesis planteada, segun la cual los pacientes que
presentan una TEP idiopatica podrian presentar diferencias en el microbioma y
sus metabolitos funcionales que faciliten el desarrollo del evento trombdtico,
relacionado fundamentalmente con un aumento de los niveles de acido acético y
TMAO. La produccion de estos dos metabolitos derivados del microbioma
aumenta en situaciones de disbiosis, derivados del metabolismo de la
fosfatidilcolina, la colina y la carnitina.*3! Por lo tanto, la disbiosis se nos presenta

como un potencial mecanismo etiopatogénico en el desarrollo de ETV.

En cuanto a la trombosis asociada a un cancer activo, es bien reconocido que esta
es una situacion particularmente pro-trombédtica desde que Jean Baptiste
Bouillaud (en 1823) y Armand Trousseau (en 1865) describieron por primera vez
esta asociacion.?39249 Asi, los pacientes con cancer presentan un riesgo de 4 a 7
veces aumentado de presentar ETEV, siendo los canceres sélidos de localizacion
pancreatica, cerebral, pulmonar y gastrica, los que presentan un mayor riesgo de
ETEV, especialmente cuando se presentan con metastasis a distancia.?*° De
hecho, segun distintas series, el cancer esta presente en hasta el 17-30% de los
pacientes diagnosticados actualmente de una ETEV, y con una incidencia que ha
seguido aumentando en los ultimos afos.

Distintos trabajos y revisiones sistematicas han analizado los mecanismos
oncogénicos en los que el microbioma tiene impacto.?*%?42 Los metabolitos
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derivados del microbioma pueden ser moduladores de microambiente tumoral
contribuyendo en la inflamacion, proliferacion y muerte celular, tanto en sentido
positivo como negativo. El acético es una de las principales fuentes energéticas
durante las condiciones de hipoxia, como sucede en el cancer, y ha sido
considerado un marcador de carcinogénesis, favoreciendo la extension del cancer
y su capacidad de invasiéon metastasica.?*® Por lo tanto, nuestros resultados

podrian ser explicados por este motivo.196:197

En consecuencia, de los resultados de nuestro estudio surge la hipotesis de la
utilidad diagnéstica del acido acético en la deteccion de neoplasia oculta en los
pacientes que presentan una TEP a priori idiopatica. De hecho, el estudio de la
neoplasia oculta en pacientes que presentan un episodio tromboembolico venoso
a través de muestras de sangre periférica ya se ha empezado a investigar y
actualmente se aplica de forma limitada. Para ello, se han desarrollado técnicas
de cribado, denominadas colectivamente como biopsias liquidas, que pretenden
ser una herramienta complementaria en la deteccion de cancer, asi como permitir
su monitorizacion (detectar recidivas) o evaluar la respuesta al tratamiento
oncologico. En cualquier caso, aunque el acético podria ser un biomarcador
potencialmente aplicable como herramienta diagndstica en la TEP, esta hipotesis,
gue es bioldgicamente plausible y que seria apoyada por nuestros resultados,
precisa de nuevos estudios dirigidos a este objetivo de identificacion de neoplasia
oculta en pacientes inicialmente diagnosticados de una TEP aguda y seguidos
mas a largo plazo, como ya se ha planteado con otros biomarcadores

sanguineos.?*4

En el andlisis comparador de los niveles de estos marcadores de inflamacion entre
los distintos grupos de TEP segun los factores de riesgo, obtuvimos que los
pacientes que presentan una TEP no provocada tienen valores de IL-4 y TNF-a
superiores, e inferiores de IL-6. A diferencia de estos resultados, estudios previos
han fallado en encontrar cualquier correlacion entre los niveles de distintas

interleucinas y los factores predisponentes para el desarrollo de ETV.?2522°
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5.1.3. Correlacién del microbioma con los parametros inflamatorios

Los metabolitos derivados del microbioma estan involucrados en la modulacién de
la inflamacion y también han sido relacionados con algunos trastornos de la
coagulacion, por lo que planteamos analizar la posible correlacion en los niveles
de estos marcadores del microbioma (TMAO, acético, butirico, etc.) y los distintos

biomarcadores inflamatorios y de la coagulacion.

En nuestro trabajo, encontramos que los niveles de acético y de butirico se
relacionan de forma directamente proporcional con los valores plasmatico mas
elevados de algunas moléculas proinflamatorias, sobre todo con TGF-, MCP-1,
IP-10 y p-selectina, aunque sin apenas correlacion con la mayoria de las
interleucinas. Estos hallazgos podrian ser explicados como la consecuencia de la
alteracion de la composicion taxondmica de la microbiota intestinal que condiciona
un estado proinflamatorio local y sistémico, desencadenado por la mayor
permeabilidad intestinal y la liberacion de sustancias inflamatorias a la circulacion
sanguinea.'3! Por otro lado, esta correlacion también podria ser explicada en
sentido inverso, ya que el propio estado inflamatorio se asocia tanto con el
desarrollo de disbiosis, como con un aumento de la permeabilidad intestinal y la
produccion de distintos AGCC especificos.1 Por otro lado, resulta destacable que
no encontramos ninguna correlacion del microbioma con ninguna de las

interleucinas investigadas.

La implicacion de la microbiota intestinal en la homeostasis global humana resulta
evidente, pero se precisa de nuevos estudios que investiguen mas sobre el papel
de la inflamacion en las situaciones de disbiosis, permitiendo conocer mejor sus
vias patogénicas y el potencial impacto de estrategias terapéuticas contra la
respuesta inflamatoria antes y después de la TEP.

5.2. Limitaciones del estudio y futuras lineas de investigacion

Nuestro estudio tiene varias limitaciones que deben ser tenidas en consideracion:
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En primer lugar, el presente trabajo se plantea como un andlisis post-hoc
de una cohorte de pacientes con TEP aguda que fue recogida
prospectivamente para el estudio OSIRIS. Por lo tanto, nuestros resultados
deben tratarse con cautela teniendo en cuenta las limitaciones inherentes
a estudios que no fueron disefiados especificamente para estudiar la
microbiota en la TEP.

En segundo lugar, el andlisis microbioldgico a partir de muestras de sangre,
a priori libres de gérmenes durante una TEP aguda, supone una limitacion
importante para cualquier andlisis de composicion taxondmica en muestras
sanguineas. En nuestro estudio se realizé una prueba de deteccion de ADN
bacteriano en una pequefia muestra de la cohorte de pacientes con TEP,
pero no se obtuvo ningun resultado.

En tercer lugar, el disefio de nuestro estudio no permite diferenciar si los
valores de los metabolitos derivados del microbioma en los pacientes con
TEP son causa o consecuencia del evento cardiovascular acontecido.

En cuarto lugar, en el presente estudio no se analizaron todos los
metabolitos potencialmente medibles. Se realizO una seleccion de
metabolitos derivados del microbioma de acuerdo con la bibliografia
actualmente disponible y la experiencia de nuestro grupo de trabajo,
dirigido a un perfil de metabolitos relacionados con la dieta.

En quinto lugar, el disefio de nuestro estudio no permite garantizar que las
diferencias obtenidas en el microbioma sean explicadas por diferencias
relevantes en la dieta entre los pacientes con TEP y los controles
analizados.

En sexto lugar, la diferencia de edad de las muestras de pacientes en
comparacion con los controles es otra limitacion potencialmente relevante.
La edad media del grupo control es inferior a la de los pacientes con TEP y
no pueden descartarse diferencias en el perfil del microbioma explicadas
por esta diferencia de edad.

Por ultimo, y aunque no se trataba de un objetivo inicial del estudio, el
tamafio muestral y el bajo nimero de eventos recogidos durante el
seguimiento (muertes, hemorragias y recurrencias trombdéticas) implica una

limitacion de potencia estadistica, que nos ha impedido evaluar
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adecuadamente la capacidad pronéstica de los distintos biomarcadores
derivados del microbioma.

Por lo tanto, se requieren nuevos estudios que validen y confirmen nuestros
resultados. En aras de este objetivo, son necesarios trabajos con disefios de
estudios casos-controles prospectivos y con mayores tamafios muestrales que
investiguen el papel del microbioma en la TEP aguda. Ademas, podrian ser de
interés nuevos estudios que completen el estudio microbiolégico con muestras
biologicas adicionales que permitan un analisis mas completo de la microbiota
diferencial en los pacientes con TEP (e.g., muestras de heces y/o de mucosa oral),
asi como del papel de otras Omicas asociadas al microbioma, como el

transcriptoma o el proteoma.

El presente proyecto constituye asi el punto de partida de una nueva y estratégica
linea de investigacion del grupo de trabajo del Pll de TEP de la SEPAR, a partir
del cual se plantea desarrollar nuevos estudios con disefios prospectivos y que
terminen de resolver las numerosas cuestiones aun sin respuesta en el potencial
papel critico del microbioma en la TEP, tanto en la fase aguda como en el
seguimiento a largo plazo. En esta linea, realizados los analisis de los resultados
de este primer proyecto, se plantea realizar un estudio prospectivo multicéntrico
en el que se recogeran muestras de mucosa oral, heces y sangre para realizar
una valoracibn mas completa del microbioma de pacientes con TEP agudo
sintomatico y validar los resultados del estudio MICTEP.

5.3. Potencial aplicabilidad préactica de los resultados

La comunidad cientifica esta avanzando en el conocimiento del microbioma, en
los estados de salud y de enfermedad, integrando otras dmicas (transcriptoma,
proteoma, metaboloma) que suponen una via novedosa en investigacion. Esto
esta permitiendo identificar novedosas “sellos microbiolégicos” asociados con el
desarrollo y progresion de diversas enfermedades, principalmente de aquéllas que

tienen un sustrato inflamatorio.?4!
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Los distintos metabolitos derivados del microbioma han ido ganando interés desde
qgue se ha empezado a reconocer su importante papel en mantener la fisiologia
humana, el metabolismo celular, la correcta funcionalidad del sistema inmune y su
papel en la biopatologia de distintas enfermedades no infecciosas, incluyendo las
cardiovasculares.?*® Existe asi un creciente cuerpo de investigacion que sugiere

una relacion entre el microbioma y las enfermedades cardiovasculares.

Los metabolitos circulantes derivados del microbioma tienen, por lo tanto, interés
como herramientas de utilidad tanto en diagndstico como en tratamiento. La mejor
comprensién de las relaciones del microbioma con la TEP podria aplicarse para
abrir un nuevo campo en el desarrollo de la medicina personalizada en la TEP

dirigida por el microbioma, permitiendo mejorar su diagnéstico y tratamiento.

Este novedoso campo de investigacién se plantea por su potencial aplicabilidad

en una medicina personalizada de la TEP dirigida por el microbioma:

e Diagnostico de TEP: Hemos identificado un perfil diferencial de metabolitos
derivados del microbioma en los pacientes que presentan una TEP,
destacando las concentraciones mas elevadas de TMAO y de &cido
aceético, e inferiores de los acidos propionico, isobutirico y valérico. De este
modo, se plantea que estos biomarcadores sanguineos que pueden ser
determinados en muestras de sangre periférica podrian ser de utilidad en
el diagndstico de esta enfermedad cardiovascular. De todos ellos, el TMAO
es el biomarcador del que disponemos de mas evidencia bibliogréfica sobre
su papel en el desarrollo de eventos cardiovasculares, ya que niveles mas
altos de TMAO se han asociado con mayor riesgo de trombosis y de

presencia de enfermedad cardiovascular.

e I|dentificacion de neoplasia oculta en paciente con una TEP: en nuestro
estudio, determinados metabolitos se han relacionado con la trombosis
asociada a cancer. Se trata del primer estudio que identifica metabolitos
asociados con cancer en el contexto de una tromboembolia pulmonar

aguda. En cualquier caso, nuestro trabajo no tiene el disefio de estudio de
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diagnéstico de neoplasia oculta, ya que los diagndsticos de cancer son
conocidos en el momento del diagndstico de la TEP aguda. Por lo tanto,
estos resultados tan solo generan hipétesis que justifican plantear futuras
lineas de investigacion que permitan evaluar la potencial aplicabilidad de
estos metabolitos como herramienta diagnéstica en la valoracién de una

neoplasia subyacente en pacientes con diagnéstico de TEP.

Utilidad pronostica: los biomarcadores analiticos empleados en los
pacientes con TEP son fundamentalmente medidos en muestras de sangre
venosa periférica, no habiéndose demostrado hasta la fecha la utilidad de
biomarcadores obtenibles mediante otro tipo de muestras biolégicas (orina,
heces, etc.). Por ello, resulta especialmente interesante poder descubrir
nuevos marcadores con utilidad prondstica a través de las muestras de
sangre habituales, como se plantean los metabolitos derivados del
microbioma. Nuestro estudio no permite descartar su utilidad también en la

caracterizacion pronéstica de los pacientes que sufren una TEP.

Diana terapéutica en la TEP: las estrategias de tratamiento en la TEP contra
la respuesta inflamatoria se encuentran en fase de investigacion. El
microbioma esté involucrado en la homeostasis de este estado inflamatorio,
lo que pone el foco en conocer, no sélo la composicion taxondmica de la
microbiota, sino los metabolitos finales que son responsables de realizar la
funciones de forma remota. Intervenciones terapéuticas que puedan influir
de manera favorable en un perfil gastrointestinal disbi6tico y promover un
microbioma saludable podrian ser beneficiosas para el sistema
cardiovascular mediante la reduccion de la incidencia de eventos
cardiovasculares en ciertas situaciones. El mejor conocimiento de las
diferencias de estos metabolitos entre pacientes y controles nos da
informacion de utilidad para valorar potenciales dianas terapéuticas
basadas en la modulacion externa de la produccion de estos metabolitos
para controlar la inflamacion asociada a la TEP y, por ello, ser de aplicacion
tanto en el tratamiento como en la prevencion (primaria y secundaria) de la

ETV. Asi, por ejemplo, como ha sucedido con otras enfermedades

121



Alberto Garcia Ortega

cardiovasculares, los resultados de nuestro estudio plantean la potencial
utilidad en la TEP de bloquear la produccion de TMAO. En cualquier caso,
estas hipodtesis deben ser estudiadas y validadas con estudios disefiados

adecuadamente para este fin.

En resumen, nuestro estudio aporta informacién novedosa y relevante sobre los
metabolitos derivados del microbioma en sujetos que presentan una TEP aguda,
y justifica la necesidad de nuevos estudios que investiguen que permitan
esclarecer este papel del microbioma y su potencial aplicabilidad en el manejo

diagndstico, terapéutico y de prevencion de la TEP.
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6. CONCLUSIONES:

Nuestro trabajo, que es el primer estudio publicado hasta la fecha que evalda el

papel del microbioma a través de sus metabolitos funcionales en la génesis de la

TEP, obtuvimos las siguientes conclusiones:

Los pacientes con una TEP aguda presentan caracteristicas en el perfil del
metaboloma derivado del microbioma diferenciales en comparacion con
sujetos sanos, destacando las concentraciones mas elevadas de TMAO y

de acido acético, e inferiores de los acidos propidnico, isobutirico y valérico.

Los pacientes con TEP idiopatica presentan valores mas elevados tanto de
acido acético como de TMAO, en comparacion con los que presentan una

TEP provocada por factores de riesgo distintos al cancer.

Estos resultados sugieren un potencial papel del microbioma y sus
metabolitos funcionales en el desarrollo de la TEP, que podria explicar la
aparicion de eventos tromboembdlicos en los pacientes con TEP en los que
no se logran identificar ninguno de los factores de riesgo de ETV

habitualmente reconocidos.

Los pacientes con trombosis asociada a cancer se caracterizan por
presentar valores de acido acético significativamente mas elevados. Este
hallazgo plantea la hipotesis de su potencial utilidad como marcador de

neoplasia en este escenario de trombosis.
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ARNr 16S: Componente de la subunidad pequefia 30S de los ribosomas procarioticos. La
secuenciacion del 16S ARNr ha sido utilizado para identificar la taxonomia procariética en

muestras medioambientales completas como el microbioma.

Disbiosis: cambios en la composicion y estructura del microbiota humano en una determinada
localizacién, a menudo por presiones externas tales como los estados de enfermedad o las
medicaciones, que puede explicar por qué algunos individuos tienen mas probabilidad de

desarrollar ciertas enfermedades o desarrollar formas méas graves de la enfermedad.

Metagendmica: La informacion genética de una poblacion compleja, tipicamente de microbios
en un medioambiente o en la muestra de un huésped, que esta constituida por los genomas
de muchos organismos. El metagenoma da informacién sobre la funcionalidad genética de la

poblacion agregada.

Microbioma: coleccion de genomas microbianos. La totalidad de los microbios, su informacion

genética y el medio en el que interactdan.

Microbiota: coleccion de organismos microbios que constituyen el microbioma. La
composicién de la microbiota puede variar sustancialmente segin las localizaciones

anatomicas y en los estados salud y enfermedad.
Patégeno: un organismo que es perjudicial para el hospedador o causa una enfermedad.

Prebiodticos: ingredientes alimentarios que confieren cambios especificos en el microbioma

intestinal, que producen efectos beneficiosos en el hospedador.

Probioticos: microorganismos que se emplean para producir beneficios de salud para el

hospedador.
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