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AAP: Academia Americana de Pediatria, del inglés American Academy of Pediatrics
AEMET: Agencia Espafiola de Meteorologia

APC: Células presentadoras de antigeno, del inglés antigen-presenting cell

ARN: Acido ribonucleico

ARNm: Acido ribonucleico mensajero

BRAS: Escala de riesgo de ingreso por bronquiolitis, del inglés Bronchiolitis Risk of
Admission Score.

BROSJOD: Escala de bronquiolitis de Sant Joan de Déu, del inglés Bronchiolitis Score of
Sant Joan de Déu

CCL5: citoquina (motivo C-C) ligando 5, también denominada RANTES

CCL3: citoquina (motivo C-C) ligando 3, también denominada MIP-1a

CCLA4: citoquina (motivo C-C) ligando 4, también denominada MIP-1

CIE-9-MC: Clasificacion Internacional de Enfermedades 92 edicion; Modificacidon Clinica
CMBD: Conjunto Minimo Basico de Datos

CO: Monoxido de carbono

Ct: Umbral de ciclo, del inglés cycle threshold

CXCL8: Citoquina (motivo C-X-C) ligando 8, también denominado IL8.

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético, del inglés ethylenediamine tetraacetic acid
EGFR: Factor epidérmico de crecimiento, del inglés epidermal growth factor

EMA: Agencia Europea de Medicamentos, del inglés European Medicines Agency
F: Proteina de fusion del virus respiratorio sincitial

FDA: Administracion de Alimentos y Medicamentos, del inglés Food and Drug
Administration

FiO;: Fraccion inspirada de oxigeno

G: Proteina de unidn al receptor del virus respiratorio sincitial

HGF: Factor de crecimiento de hepatocitos, del inglés hepatocyte growth factor
HSPGs: Proteoglicanos de heparan sulfato, del inglés heparan sulfate proteoglycans
IC: Intervalo de confianza

ICAM-1: Molécula de adhesién intracelular 1, del inglés intercellular adhesion molecule
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Abreviaturas

IFIT: Proteina inducida por interferén con repeticiones tetratricopeptidicas, del inglés
IFN-induced protein with tetratricopeptide repeats.

IFN: Interferén

IFNAR: Receptor de interferdn alfa y beta, del inglés interferon alpha and beta receptor
IL: Interleuquina

IRF: Factor regulador de interferdén, del inglés interferon regulatory factor

IRAB: Infeccion respiratoria aguda del tracto inferior, siglas de infeccidon respiratoria
aguda baja.

ISGs: Genes estimulados por interferdn, del inglés interferon-stimulated gene.

JCR: Journal Citation Reports.

L: ARN polimerasa del virus respiratorio sincitial

LPM: Latidos por minuto

LTC4: Leucotrieno 4

LRTI: Infeccidn respiratoria del tracto inferior, del inglés lower respiratory tract infection.
M: Proteina de la matriz del virus respiratorio sincitial

MIP-1a: Proteina inflamatoria de macréfagos 1 alfa, del inglés macrophage
inflammatory protein-1 alpha

MIP-1B: Proteina inflamatoria de macréfagos 1 beta, del inglés macrophage
inflammatory protein-1 beta

M-WCAS: Escala clinica de asma de Wood modificada, del inglés Modified Wood'’s
Clinical Asthma Score

N: Nucleoproteina del virus respiratorio sincitial
NET: Trampas extracelulares de neutrofilos, del inglés neutrophil extracellular traps

NF-kB: Factor nuclear-kB, del inglés nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells

NLRs: Receptores tipo NOD, del inglés NOD-like receptors
NO.: Diéxido de nitrégeno

NS: Proteinas no estructurales del virus respiratorio sincitial
0Os3: Ozono

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

OPLS-DA: Analisis discriminante de minimos cuadrados parciales ortogonales, del inglés
orthogonal partial least squares-discriminant analysis
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OR: Odds ratio
P: Fosfoproteina del virus respiratorio sincitial
PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa, del inglés polymerase chain reaction

PD-1: Proteina de muerte celular programada 1, del inglés programmed cell death
protein 1

PERN: Red de Investigacion de Emergencias Pediatricas, del inglés Paediatric Emergency
Research Network

PLAUR: Receptor del activador del plasmindgeno tipo uroquinasa, del inglés

plasminongen activator, urokinase receptor.

PM: Particulas en suspensidn, del inglés particulate matter

PMZ2.5: Particulas en suspension de hasta 2.5 um de tamafio, en inglés particulate
matter 2.5

PM10: Particulas en suspension de hasta 10 um de tamafio, en inglés particulate matter
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PRP: Receptores de reconocimiento de patrones, del inglés pattern recognition receptor
QPCR: PCR cuantitativa, del inglés quantitative polymerase chain reaction

RANTES: Citoquina CCL5, del ingles regulated and normal T cell expressed and secreted
RCS: Escala Clinica Respiratoria, del inglés Respiratory Clinical Score

RIG-I: Gen | inducible por acido retinoico, del inglés retinoic-acid-inducible gene |

RLRs: Receptores tipo RIG-I, del inglés RIG-I like receptors

RPM: Respiraciones por minuto

RS: Escala Respiratoria, del inglés Respiratory Score

RSS: Escala de Severidad Respiratoria, del inglés Respiratory Severity Score

RT-PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real, del inglés real time
polymerase chain reaction

SH: Proteina pequeiia hidréfoba del virus respiratorio sincitial

SNS: Sistema Nacional de Salud

SO;: Diéxido sulfurico

SP-D: Proteina de surfactante D, del inglés surfactant protein D

SpO0.: Saturacion de oxigeno periférico, del inglés peripheral capillary oxygen saturation

TLRs: Receptores tipo toll, del inglés toll-like receptors
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Resumen

Introduccion:

El virus respiratorio sincitial (VRS) es la principal causa de infeccidn respiratoria aguda
del tracto inferior (IRAB) en nifios menores de dos afios. Diversos factores, intrinsecos y
extrinsecos al individuo condicionan la gravedad del cuadro.

Objetivos:

1.- Evaluar la asociacién de las condiciones meteoroldgicas y la contaminacién con los
ingresos hospitalarios por IRAB virales en nifilos menores de dos afios.

2.- Analizar si la expresidn de genes inflamatorios y antivirales en sangre periférica de
ninos menores de dos afios con bronquiolitis por VRS se asocia con hipoxemia y con
progresion de la enfermedad.

Material y métodos:
Se disenaros tres estudios:

1.- Factores ambientales y contaminantes: Se llevd a cabo un estudio bidireccional
cruzado con casos de IRAB viral en 30.445 nifios menores de dos afios, utilizando datos
del Conjunto Minimo Basico de Datos (CMBD) entre 2013 y 2015. Los datos ambientales
se obtuvieron de la Agencia Estatal de Meteorologia (AEMET). La asociacion se evalud

mediante regresion logistica condicional.

2.- Expresion de genes inflamatorios y antivirales e hipoxemia: Se realizdé un estudio
transversal con 121 nifios infectados por VRS que precisaron ingreso hospitalario entre
2015 y 2023. Se extrajo ARN total de muestras de sangre y se cuantificé la expresion
génica (/IL-6, TNFa, CXCL8, ISG15, IFIT1, RIGI, IFNB, CCL5 y CXCL10) mediante reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR). La variable de resultado fue tener hipoxemia grave
(saturacién de oxigeno periférico (Sp02) <90%) en el momento del ingreso hospitalario.
El analisis de asociacién se realiz6 mediante un grafico de volcdn, regresidn logistica
ajustada por variables clinicas relevantes y andlisis discriminante de minimos cuadrados

parciales ortogonales (OPLS-DA).

3.- Expresion de genes inflamatorios y antivirales y progresiéon de bronquiolitis: Se
disefid un estudio prospectivo con 117 nifios menores de dos afios entre 2015 y 2023.
Los niveles de expresidon de nueve genes inflamatorios y antivirales se cuantificaron

mediante PCR. Los pacientes se clasificaron segun su evolucion durante el ingreso en
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dos grupos: (i) no progresion (n=74) y (ii) progresion desfavorable (n=43). El analisis de
asociacion se realizdé mediante regresién logistica, ajustado por edad, sexo,

prematuridad y gravedad.
Resultados:

Estudio 1: Temperaturas mads bajas una semana antes del ingreso hospitalario (q=0,012)
y una mayor humedad relativa una y dos semanas antes del evento (q=0,003 y q<0,001,
respectivamente) se asociaron con una mayor probabilidad de ingresos. Ademads, niveles
mas altos de NO; dos semanas antes del evento también se asociaron con ingresos
hospitalarios (q<0,001). Finalmente, concentraciones mds altas el dia del evento de SO,
(en comparacién con retraso de una semana (q=0,026) y dos semanas (g<0,001)), Os (en
comparacion con el retraso de 3 dias (q<0,001), una semana (q<0,001) y dos semanas
(g<0,001)) y PM10 (en comparacién con el retraso de dos semanas (q<0,001)) se
relacionaron con un aumento de las probabilidades de ingresos hospitalarios por IRAB

viral.

Estudio 2: Encontramos que CXCL8 estaba sobreexpresada (>2 veces; q <0,05) en nifios
con hipoxemia grave, mientras que ISG15, IFIT1, RIGI, IFN8, CCL5 y CXCL10 estaban
infraexpresados (<-2 veces; q <0,05). Estas asociaciones se confirmaron mediante
regresion logistica ajustada. El analisis OPLS-DA mostré que las expresiones génicas de
CXCL8, ISG15, IFIT1, RIGI y CXCL10 tenian valores de importancia variable en proyeccién

(VIP) 21, siendo las caracteristicas mas relevantes.

Estudio 3: Modelos logisticos univariantes mostraron que la expresion de TNFa y CCL5
al inicio del estudio se asociaba inversamente con una progresion desfavorable de la
bronquiolitis por VRS. Esto se confirmé mediante anadlisis multivariantes: TNFa

(aOR=0,8; IC 95%=0,64 - 0,99; p=0,038) y CCL5 (aOR=0,76; IC 95%=0,62 - 0,93; p=0,007).
Conclusiones:

1.- La exposicion a factores ambientales a corto plazo, como las condiciones climaticas
y los contaminantes, estd relacionada con un aumento en las hospitalizaciones por IRAB

viral.
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2.- Un desequilibrio en la respuesta innata que favorece la inflamacién sobre la defensa

antiviral podria contribuir a la hipoxemia grave en nifos infectados por VRS.

3.- Una respuesta inmune inadecuada al VRS, caracterizada por bajos niveles de
expresion genética de CCL5 y TNFa en sangre periférica, se asocid con una evolucién

desfavorable de la bronquiolitis por VRS.

Palabras clave: enfermedad viral del tracto respiratorio inferior, pediatria, factores
ambientales, contaminacién, virus respiratorios, virus respiratorio sincitial,

bronquiolitis, expresidn génica, TNFa, CCL5, inmunidad innata, sangre periférica.
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Abstract

Introduction:

Respiratory syncytial virus (RSV) is the main cause of acute lower respiratory tract
infection (LRTI) in children under two years of age. Several factors, intrinsic and extrinsic

to the patient, determine the severity of the disease.
Objectives:

1.- To evaluate the association of meteorological conditions and air pollution with

hospital admissions for acute viral LRTI in children under two years of age.

2.- To analyze whether the expression of inflammatory and antiviral genes in the
peripheral blood of children under two years of age with RSV bronchiolitis is associated

with severe hypoxemia and disease progression.
Material and methods:
Three studies were designed:

1.- Environmental factors and pollutants: A bidirectional case-crossover study was
conducted on 30,445 children with acute LRTI under two years of age, using data from
the Minimum Basic Data Set (CMBD) between 2013 and 2015. Environmental data were
obtained from the State Meteorological Agency (AEMET). The association was evaluated

using conditional logistic regression.

2.- Expression of inflammatory and antiviral genes and hypoxemia: A cross-sectional
study was conducted on 121 RSV-infected children requiring hospital admission
between 2015 and 2023. Total RNA was extracted from blood samples, and gene
expression (/L-6, TNFa, CXCL8, ISG15, IFIT1, RIGI, IFNB, CCL5, and CXCL10) was evaluated
by quantitative polymerase chain reaction (qPCR). The outcome variable was severe
hypoxemia (peripheral oxygen saturation (SpO;) <90%) at the time of hospital
admission. Association analysis was performed using a volcano plot, logistic regression
adjusted for relevant clinical variables, and orthogonal partial least squares discriminant

analysis (OPLS-DA).

3.- Expression of inflammatory and antiviral genes and progression of bronchiolitis: A

prospective study was conducted on 117 infants between 2015 and 2023. The
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expression levels of nine inflammatory and antiviral genes were quantified by PCR. The
infants were classified according to their evolution during admission into two groups: (i)
no progression (n=74) and (ii) unfavorable progression (n=43). The association analysis

was performed using logistic regression, adjusted for age, sex, prematurity, and severity.
Results:

Study 1: Lower temperatures one week before hospitalization (q=0.012) and higher
relative humidity one and two weeks before the event (q=0.003 and ¢<0.001,
respectively) were associated with a higher probability of hospital admission. In
addition, higher levels of NO, two weeks before the event were also associated with
increased hospital admissions (g<0.001). Finally, on the event day, higher
concentrations of SO, (compared with 1-week (q=0.026) and 2-week (q<0.001) lags), Os
(compared with 3-day (q<0.001), 1-week (g<0.001), and 2-week (gq<0.001) lags), and
PM10 (compared with 2-week (g<0.001) lag) were associated with increased odds of

viral LRTI hospital admissions.

Study 2: We found that CXCL8 was overexpressed (>2-fold; g<0.05) in children with
severe hypoxemia, whereas [SG15, IFIT1, RIGI, IFN8, CCL5, and CXCL10 were
underexpressed (<-2-fold; g<0.05). These associations were confirmed by adjusted
logistic regression. OPLS-DA analysis showed that gene expressions of CXCL8, ISG15,
IFIT1, RIGI, and CXCL10 had variable importance in projection values (VIP) 21, being the

most relevant features.

Study 3: Univariate logistic models showed that low TNFa and CCL5 expression levels at
baseline were associated with unfavorable RSV bronchiolitis progression. This was
confirmed by multivariate analysis: TNFa (aOR=0.8; 95% CI=0.64 - 0.99; p=0.038) and
CCL5 (aOR=0.76; 95% CI=0.62 - 0.93; p=0.007).

Conclusions:

1.- Short-term exposure to environmental factors, such as weather conditions and
pollutants, is related to increased hospitalizations in children with acute LRTI under two

years of age.
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2.- An imbalance in the innate response that favors inflammation over antiviral defense

could contribute to severe hypoxemia in RSV-infected children.

3.- An inadequate immune response against RSV, characterized by low levels of CCL5
and TNFa gene expression in peripheral blood, was associated with an unfavorable

evolution of RSV bronchiolitis.
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Introduccion

1.1. Virus respiratorio sincitial: microbiologia

El virus respiratorio sincitial (VRS) se aislé por primera vez en 1955 en chimpancés con
sintomas de infeccidn respiratoria. Un aflo mas tarde Robert M. Chanock aislo este virus

en un paciente que padecia bronquiolitis (1). En 1975 se le denomind “virus respiratorio

III

sincitial” por la formacion de sincitios en cultivos celulares in vitro (2).

1.1.1. Clasificacion

Este virus pertenece al orden Mononegavirales, familia Pneumoviridae, genero

Orthopneumovirus (Figura 1).

Mononegavirales -

_{_ Vi respiratoriosinctil hurnano

Figura 1. Taxonomia del VRS.
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1.1.2. Genoma

El VRS es un virus cuyo genoma es una cadena simple de acido ribonucleico (ARN) no
segmentado y polaridad negativa de 15.222 nucleétidos (1). EI genoma consta de 10
genes (Figura 2), que en sentido 3’-5" son: NS1 - NS2 (proteinas no estructurales) - N
(nucleoproteina) - P (fosfoproteina) - M (proteina de la matriz) - SH (proteina pequeia
hidrofébica) - G (proteina de unién al receptor celular) - F (proteina de fusion) - M2
(proteina de la matriz 2) - L (ARN polimerasa), que pueden ser transcritos a 11 ARN
mensajeros (ARNm). Estos ARNm dan lugar a 11 proteinas virales. Cada gen codifica un
ARNmM excepto el M2, que codifica dos, que dan lugar a las proteinas M2-1y M2-2 (1, 3,
4).

L

3 INSIINSZ N P T e e S

Figura 2. Mapa del genoma a escala aproximada del VRS en sentido 3’-5’. Las proteinas
codificadas son: NS1-NS2 (proteinas no estructurales) - N (nucleoproteina) - P
(fosfoproteina) - M (proteina de la matriz) - SH (proteina pequeia hidrofébica) - G
(proteina de unidn) - F (proteina de fusién) - M2 (proteina de la matriz 2) - L (ARN
polimerasa). Tomado de Mejias A. et al. (4).
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1.1.3. Morfologia y proteinas

La estructura del VRS consiste en una nucleocapside dentro de una envoltura lipidica. La
envoltura contiene varias proteinas: la proteina de fusion (F), la proteina de unién al
receptor celular (G) y la proteina hidrofébica pequefia (SH). Subyacente a esta envoltura
hay una proteina de matriz (M). La nucleocdpside esta formada por el ARN viral
encapsulado por la nucleoproteina (N). Asociado con la nucleocapside se encuentran la

polimerasa ARN (L) y la fosfoproteina (P) (3) (Figura 3).

Membrana

Nucleoproteina (N) y ARN

Fosfoproteina (P)
Proteina de union (G)
Polimerasa ARN (L)

Proteina de fusion (F)
Proteina hidrofébica pequefia (SH)

Proteina de la matriz (M)

Proteina M2-1

Figura 3. Representacion esquematica de la estructura del VRS. Modificado de Mejias A.
et al. (4).

Las proteinas transmembrana G, F y SH se anclan en la doble capa lipidica. La proteina
G, interviene en la adhesién a las células del huésped (1) y la proteina F participa en la
fusién de las membranas viral y celular, y la formacidn de sincitios (5). La proteina SH es

un canal idnico que se cree que previene la apoptosis de la célula infectada (4).

Las proteinas de la nucleocdpside son L, N, P y M2-1,2. La proteina L es una polimerasa
encargada de la replicacidon y transcripcién del ARN viral. Las proteinas N y P son
cofactores de la polimerasa. M2-1 y M2-2 actdan como reguladores de los procesos de

replicacion y transcripcién (1).
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La proteina de la matriz M forma una capa que recubre la cara interna de la envoltura
viral, conectando la envoltura y la nucleocapside. Ademas, esta proteina inhibe los

procesos de transcripcion de la célula huésped (1).

Las proteinas NS1 y NS2 son proteinas no estructurales que inhiben la apoptosis y la

respuesta del interferdn (4).

1.1.4. Ciclo replicativo

El VRS se une a la superficie de células epiteliales del huésped a través de la proteina de
unién (G). Posteriormente la proteina de fusion (F) media la fusion de la membrana viral
y celular mediante un cambio conformacional para que el material genético del virus se
libere en el citoplasma de la célula infectada (4, 6). El complejo de la ARN polimerasa
dependiente de ARN es responsable de transcribir el ARN viral y sintetizar los
intermediarios antigendmicos de sentido positivo necesarios para la replicacion de

nuevos ARN de sentido negativo (4).

El citoesqueleto de actina de la célula transporta las glicoproteinas virales F, Gy SH a la
superficie apical de la membrana plasmatica celular. Posteriormente la proteina N se
une, junto con la polimerasa al genoma viral sintetizado formando el completo de la
ribonucleoproteina que se asocia con la proteina M, dando lugar a nuevas particulas
virales que se liberan de la célula infectada como viriones infecciosos maduros (6)

(Figura 4).
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Figura 4. Ciclo replicativo del VRS.
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1.2. Transmision

La trasmisién del VRS puede producirse por contacto directo con gotas respiratorias o

por contacto con superficies contaminadas.

El contacto directo se puede dar a través de la inoculacidn en nariz, ojos o boca de gotas
de una persona con infeccidén por VRS, al toser o al estornudar (5). El contacto a través
de superficies contaminadas se genera cuando estas gotas permanecen en una
superficie que después entra en contacto con un nuevo huésped. Es destacable que el
VRS puede permanecer hasta 6 horas en superficies no porosas, hasta 2 horas en
superficies porosas, hasta 5 horas en guantes y hasta 30 minutos en la piel (5). (Figura

5).

Superficies no

Superficies porosas: Guantes: hasta 5

porosas: hasta 6 resE 2 herEs horas

horas

Figura 5. Viabilidad del VRS en distintas superficies. Modificada de Kaler J. et al. (5).

Posteriormente, el virus se replica en las células epiteliales de la mucosa de la
nasofaringe y de la via respiratoria superior, pudiendo diseminarse a los bronquiolos y
alveolos del tracto respiratorio inferior (4). La necrosis que produce en el epitelio
alveolar produce una obstruccién de la via aérea pequefia debido a la secrecién mucosa

y al edema submucoso (7).
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1.3. Respuesta inmune

1.3.1. Respuesta inmune innata

La respuesta inmune frente al VRS se inicia en las células epiteliales del tracto
respiratorio una vez que el VRS entra en contacto con ellas. Las células epiteliales estan
cubiertas de moco, compuesto de mucinas, defensinas, lisozimas e inmunoglobulinas
gue protegen frente a los patdgenos que se inhalan (8). El primer mecanismo innato de
defensa consiste en el aclaramiento mucociliar de estas secreciones en las que quedan
inmovilizados los patdgenos (8). Si el VRS pasa esta primera barrera de defensa entrara
en las células epiteliales mediante un proceso en el que estan implicados varias
moléculas: nucleolina, CX3CR1, factor epidérmico de crecimiento (EGFR), proteoglicanos
de heparan sulfato (HSPGs) y la molécula de adhesién intracelular 1 (ICAM-1) (9). En las
vias respiratorias, las células dendriticas y los macréfagos alveolares también son

infectadas por VRS (10).

El virus es reconocido en las células infectadas por tres clases principales de receptores
de reconocimiento de patrones (PRP) presentes en las células epiteliales, las células
presentadoras de antigenos (APC) y los fibroblastos del tracto respiratorio: TLRs (Toll-like
Receptors), RLRs (retinoic-acid-inducible gene | (RIG-1)-like receptors) y NLRs (NOD-like
receptors) (11, 12). Este reconocimiento desencadena una cascada de sefializacién que
activa multiples factores de transcripcidon, como los factores reguladores de interferén
(IRF) 3y 7, el factor nuclear kappa B (NF-kB) y la proteina activadora 1 (AP-1) (13). La
activacion y translocacion de estos factores al nucleo desencadena la expresidn de varias
citoquinas y quimioquinas proinflamatorias, incluidas el TNF-a (tumor necrosis factor
alpha), CCL5 (RANTES, regulated and normal T cell rxpressed and secreted), CCL3 (MIP-
la, macrophage inflammatory protein-1 alpha), CCL4 (MIP-1B, macrophage
inflammatory protein-1 beta), interleuquinas (IL) como IL4, IL6, IL8, e interferén (IFN)

tipo | y tipo Il (10, 14) (Figura 6).
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Los interferones, a su vez se unen a los receptores IFNAR (Interferon Alpha And Beta

Receptor Subunit) 1 e IFNAR2 activando la via JAK/STAT, que da lugar a la expresion de
multiples genes que generan un estado antiviral en las vias respiratorias (15). Estos genes

se denominan colectivamente “genes estimulados por interferén” (ISGs, por sus siglas
en inglés Interferdon Stimulated Genes) (13) (Figura 6).
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Figura 6. Principales vias activadas en la respuesta inmune innata temprana frente a la
infeccion por VRS. Modificada de Martin-Vicente M. et al. (13)

Las citoquinas tienen un importante papel en la respuesta inmune frente al VRS. Las
citoquinas y quimioquinas proinflamatorias promueven la migracidon y activacion de
monocitos, neutrdfilos, linfocitos y eosindfilos al sitio de la infeccién, amplificando la

respuesta inmune y desencadenando la respuesta inmune adaptativa (10).

35



Introduccion

1.3.2. Respuesta inmune adaptativa

En las infecciones por VRS, la respuesta inmune adaptativa es esencial para eliminar el
virus. Sin embargo, esta respuesta es débil y de corta duracion, lo que impide una
inmunidad completa y facilita las reinfecciones a lo largo de la vida. Aunque las
reinfecciones por VRS son comunes, los sintomas suelen ser menos graves que los de la

infeccidn primaria (11).

En la respuesta humoral frente al VRS, los anticuerpos neutralizantes se dirigen
principalmente a las glicoproteinas G y F (16, 17). Estudios en modelos animales han
demostrado el papel protector de estos anticuerpos. La administracion de anticuerpos
neutralizantes frente al VRS antes de la exposicion al virus redujo la morbilidad y la
mortalidad en ratones (18). Por otro lado, diversos estudios han revelado una
correlacidn positiva entre los niveles séricos de IgG contra al VRS y los niveles de IgA en
lavados nasofaringeos con una mayor proteccion contra la infeccién por el VRS (19-24).
Sin embargo, los anticuerpos contra la proteina F generados por lactantes menores de
tres meses tras la infeccién por VRS tienen menor afinidad y capacidad neutralizante

gue los anticuerpos de los adultos (25).

En lo referente a la respuesta celular, los linfocitos T son esenciales para eliminar virus.
En personas inmunocomprometidas, la eliminacion del virus puede prolongarse
considerablemente. Este retraso también se ha observado en estudios con animales
donde se eliminaron los linfocitos T CD4+ y T CD8+. En estos modelos, ademas, se
registro un menor dafio pulmonar, indicando que ambos tipos de linfocitos T estan
implicados tanto en la eliminacién del virus como en la modulacion de la respuesta
inflamatoria y el dafio tisular (26). En consonancia con estos hallazgos, un estudio en
nifios inmunodeprimidos reveld un aumento significativo en el tiempo necesario para

eliminar la infeccidon, en comparacién con el tiempo medio en nifios sanos (27).

Tres de los cuatro subtipos fundamentales de linfocitos T CD4+, Thl, Th2 y Th17 secretan
diferentes citoquinas que tienen un papel fundamental en la respuesta inmune contra
el VRS, pero también en la inmunopatologia asociada a la infeccién (28). Las citoquinas
secretadas por Thl (IFN-y, IL-1, IL-2, IL-12, IL-18 y TNF-a) tienen una actividad

proinflamatoria y participan en la respuesta inmune celular. Las citoquinas secretadas
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por Th2 (IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-13) activan eosindfilos y mastocitos, y limitan la
respuesta Thl (28). Las citoquinas secretadas por Th7 (IL-17, IL-21 e IL-22) reclutan
neutrdfilos y otras células inflamatorias al sitio de la infeccidn, fortaleciendo la barrera

epitelial en los tejidos infectados (29).

1.3.3. Inmunopatologia

Mientras que la respuesta inmune es fundamental para limitar la replicacién del VRS y
favorecer el aclaramiento del virus, una respuesta inmune desequilibrada puede

conllevar inmunopatologia (28).

La infeccion por VRS da lugar a una respuesta neutrofilica intensa, suponiendo los
neutroéfilos el tipo predominante de células de la respuesta inmune en las muestras
respiratorias obtenidas de lactantes con bronquiolitis por VRS (28, 30). Los neutrdfilos
activados liberan trampas extracelulares de neutréfilos (NETs), estructuras
extracelulares de ADN cubiertas de proteinas antimicrobianas que tienen un importante
papel defensivo. Sin embargo, en numero elevado pueden contribuir a la obstruccion de

las vias respiratorias (31).

Ademas, se ha postulado que existe una desregulacion de la respuesta inmune innata
de los eosindfilos relacionada con el desarrollo de bronquiolitis y sibilancias (32). Los
eosinofilos, atraidos por la citoquina CCL5 (RANTES), se han visto elevados en muestras
de nasofaringe de pacientes con sibilancias recurrentes tras el cuadro de bronquiolitis
(33). Estas células son las principales productoras de leucotrieno 4 (LTC4), un potente

mediador de los procesos inflamatorios de las vias aéreas.

Por su parte, las células dendriticas migran a los pulmones para actuar como
presentadoras de antigenos. Bajos recuentos de células dendriticas en sangre periférica
se asocian con bronquiolitis por VRS (34), lo que sugiere bien un aumento del flujo de
estas células dendriticas a la via area o bien que una respuesta insuficiente de las células

dendriticas agrava la infeccién viral (28).

En cuanto a la respuesta humoral. Los anticuerpos frente al VRS, especialmente los no
neutralizantes, también tienen un papel importante en la inmunopatologia, ya que

forman inmunocomplejos que provocan dafio pulmonar (35).
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En la respuesta inmune celular, la infeccidon por VRS provoca una linfopenia sistémica
inicial de linfocitos T, lo que agrava la infeccion. Esto podria deberse a que el VRS induce
la apoptosis de las células T al aumentar la expresion de los receptores Fas y TRAIL (36).
Ademas, aumenta la expresion de la proteina de muerte celular programada 1 (PD-1)
(37) y activa la via mTOR, lo que reduce la diferenciacién de célula T de memoria,

alterando la respuesta ante una reinfeccién (38).

Ademas de estos cambios en los recuentos y en la actividad de las células citadas,
variaciones en los niveles de citoquinas ayudan a predecir la severidad de la infeccién
(28, 39-45). Numerosos estudios han demostrado que una respuesta Th2 elevada se
correlaciona con la gravedad de la infeccién por VRS (39, 40, 42-45). El aumento de
citoquinas proinflamatorias (IL6, IL8, IFN-a e IL1B) en las vias respiratorias se ha
relacionado también con la severidad de la bronquiolitis (45-47). Por contra, los
pacientes con enfermedad severa presentan una respuesta Thl reducida, con niveles
mas bajos de IFN-y e IL-12 en nasofaringe (48, 49). La correlaciéon entre los niveles de
citoquinas en sangre y la severidad de la infeccion es controvertida; aunque la mayoria
de los datos apuntan hacia una correlacion positiva entre los niveles de IL6 e IL8 y la
severidad de la infeccién por VRS (45, 50, 51) y una correlacién negativa con niveles de
IL4 e IL12 (49). Otras citoquinas como IL1B, IL1-RA, TNF-a, EGF, el factor de crecimiento
de hepatocitos (HGF), CCL4, e IL7, que son marcadores inflamatorios, se correlacionan

también positivamente con la severidad (47).

Los niveles plasmaticos de citoquinas también se relacionan con la hospitalizacién. Se
ha visto que las concentraciones de IL6, IL8 y IL10 son mayores en pacientes
hospitalizados que en controles sanos (52). Otras citoquinas en muestras nasales, como
IFN-y, IL4, IL15, IL17, CXCL10 y eotaxina, se asocian significativamente con un descenso

del riesgo de hospitalizacion (53).

Ademas de predecir la severidad y el riesgo de hospitalizacidn, las citoquinas también se
correlacionan con el riesgo de secuelas. Un aumento de citoquinas Th2 y Th17 se asocia
con sibilancias recurrentes tras la infeccién por VRS (54). En pacientes con esta secuela
también se han detectado concentraciones elevadas en plasma de IFN-y de forma

persistente tras un ano de la infeccidn (55), asi como menor produccion de TNF-a por
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las células T CD4+ estimuladas in vitro durante el episodio de bronquiolitis severa por

VRS (56).

Sin embargo, son necesarios mas estudios para aclarar el papel de la respuesta inmune

en la infeccion por VRS.

1.3.4. Polimorfismos en genes inmunes que afectan a la gravedad de la
infeccion
Los factores genéticos relacionados con la respuesta inmune también alteran el curso
de la infeccion. En recién nacidos susceptibles, la presencia de los polimorfismos
Met(11)Thr en SP-D (Surfactant Protein D) (57), rs1921622 en IL1RL1 (58) y rs1921622
en IL1IRL1 (58) se asocia con bronquiolitis severa por VRS. Lo mismo ocurre con otros
genes, como IL4, que tienen un haplotipo sobreexpresado en pacientes con enfermedad
severa (59). También existen variaciones genéticas en la via quimiotactica de CCL5 que

determinan el curso de la infeccidn y se relacionan con bronquiolitis severa (60, 61).

Al igual que variaciones genéticas se han asociado con el riesgo de severidad, también
hay factores genéticos relacionados con el riesgo de hospitalizacion. Thomsen et al.
concluyen que los factores genéticos son responsables hasta del 16% del riesgo de
hospitalizacion por VRS (62). Otro estudio mostré que los pacientes pediatricos
homocigotos para IL10 en los alelos -592C o -592A tienen mayor riesgo de

hospitalizacion por bronquiolitis secundaria a VRS que los individuos heterocigotos (63).

1.4. Epidemiologia

El VRS tiene dos grupos antigénicos, A y B. Las diferencias antigénicas entre ambos
grupos se encuentran mayoritariamente en la proteina de unién (G). La alta variabilidad
de esta proteina G favorece la evasion del sistema inmune vy las reinfecciones (5). Ambos
grupos producen enfermedad clinica, pero por lo general, el grupo A produce sintomas

clinicos mas graves (7).

El VRS estd presente en 12-63 % de todas las infecciones respiratorias agudas (64). En
una revision sistematica publicada en 2022 se estimd que en el grupo de edad entre los

0y los 60 meses, el VRS es responsable en un afio de 33 millones de infecciones de las
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vias respiratorias bajas, 3,6 millones de ingresos hospitalarios por esta patologia, 26.300
muertes en el medio hospitalario por infeccion respiratoria del tracto inferior y
globalmente, ademas, en este grupo de edad, 101.400 muertes son atribuibles al VRS
(65). En el rango de 0 y 6 meses de edad, principal poblacion afectada por el VRS, este
virus provoca 6,6 millones de infecciones agudas de las vias respiratorias inferiores, 1,4
millones de ingresos por esta enfermedad, 13.300 muertes hospitalarias por infeccidén
respiratoria del tracto inferior, ademds en este grupo de edad 45.700 muertes son

atribuibles al VRS (65).

Las infecciones por VRS suponen una sobrecarga en todos los niveles asistenciales,
desde atencién primaria hasta hospitalizacién, pasando por servicios de urgencias. En
un estudio prospectivo de las infecciones respiratorias agudas en nifios menores de 5
afios en Estados Unidos, en pacientes hospitalizados y ambulatorios, se detectd que el
18% de los pacientes tenian infecciones por VRS. El VRS se asocié con el 20 % de las
hospitalizaciones, el 18 % de las visitas al servicio de urgencias y el 15 % de las visitas al

consultorio por infecciones respiratorias agudas de noviembre a abril (66).

El VRS estd presente en el 19-81% de todas las infecciones respiratorias virales que
implican ingreso hospitalario en pediatria, siendo un 2-12% de ellas en unidades de
cuidados intensivos (64). Para estudiar la carga de hospitalizacién por VRS, en 2023 se
publicé un trabajo en el cual se realizaba el seguimiento durante su primer afio de vida
de una cohorte de 9154 pacientes europeos, nacidos entre julio de 2017 y abril de 2020.
La incidencia de hospitalizacion por VRS fue de 1.8%, de ellas un 5.5% ocurrieron en
unidades de cuidados intensivos (67). La hospitalizaciéon por VRS tiene consecuencias
para pacientes y para cuidadores, suponiendo un aumento de los niveles de estrés y un

descenso de la productividad (68).

La mortalidad por VRS esta condicionada por el nivel socioeconédmico. Alrededor del 99%

de las muertes por IRAB por VRS ocurren en paises en desarrollo (69).
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1.4.1. Factores ambientales

El VRS tiene un patrdén estacional. La temporada de VRS generalmente se mueve desde
el hemisferio sur al hemisferio norte. La ola de VRS en la mayoria de los paises del
hemisferio sur comienza entre marzo y junio y disminuye de agosto a octubre y en los
paises del hemisferio norte comienza entre septiembre y diciembre y disminuye de
febrero a mayo. Con variaciones entre paises, la mayoria de las temporadas de VRS

duran de 5 a 6 meses (70).

Este patron estacional esta muy relacionado con las condiciones meteorolégicas (71). Se
ha demostrado que una elevada humedad y baja temperatura se asocia frecuentemente

con un aumento de riesgo de trasmision viral y de IRAB (72-76).

Ademas de los factores estacionales, la contaminacién influye en el desarrollo de
enfermedades respiratorias en pediatria (77). Los principales contaminantes
ambientales que provoca efectos adversos respiratorios son didxido de nitrégeno (NO,),
dioxido de azufre (SO2), ozono (0s3), particulas de hasta 10 um de tamafio (PM10) y

monodxido de carbono (CO) entre otros (78, 79).

Es resefiable que ambos factores citados previamente, las condiciones meteoroldgicas
y la contaminacién, estan interrelacionados. Las condiciones meteoroldgicas afectan a
la contaminacidn del aire exterior, pero su impacto depende del tipo de contaminantes
(80). Por ejemplo, la temperatura afecta al movimiento del aire y tiene una correlacién
positiva con los niveles de PM10. El clima frio esta relacionado con el aumento de los
gases de los tubos de escape de los vehiculos y las chimeneas, lo que conduce a niveles
elevados de NO3, SO;, PM10 y CO. El clima calido promueve la aparicidon de Os a nivel

del suelo, mientras que la humedad disminuye la contaminacion por Os.

1.4.2. Factores individuales

Ademas de los citados factores ambientales, la situacion del paciente en el momento de
la infeccién puede condicionar la evolucidn de las infecciones respiratorias agudas en

pediatria.
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Existen diferencias de género en las enfermedades respiratorias (81). En general, los
hombres presentan una mayor prevalencia y severidad de IRAB, mientras que las
mujeres son mas susceptibles a infecciones de vias altas (82). Factores genéticos,
hormonales, inmunolédgicos, anatémicos, fisioldgicos, socioculturales vy
comportamentales influyen en esta diferencia (81). En el caso de la infeccién por VRS en
pediatria, ésta ocurre con mas frecuencia y gravedad en ninos (83-88). Ademas, los
varones desarrollan mas frecuentemente bronquiolitis secundaria a esta infeccién (81) y
tiene mas riesgo de secuelas futuras (89). Estas diferencias se atribuyen a factores
anatémicos, ya que los nifios tienen un didmetro de las vias respiratorias menor que las

nifias, lo que aumenta el riesgo de obstruccién bronquial (88).

La edad también influye en las infecciones respiratorias. En un estudio de deteccidn viral
en pacientes con infeccidon respiratoria aguda se concluyd que la deteccion de VRS es
mayor en lactantes (90). De forma congruente, se ha descrito una disminucién de la
deteccion de VRS conforme aumentaba la edad de los pacientes (91, 92); y ademas los
pacientes de menor edad presentan enfermedad mas severa (84, 87, 88, 93), mas riesgo
de hospitalizacién (66, 69, 94, 95) y de muerte (96). Esto se debe a que los pacientes de
menor edad tiene una vias respiratorias mas estrechas, una capacidad respiratoria
disminuida y una menor reserva respiratoria, por lo que la obstruccién de las vias

respiratorias periféricas tienen mayor transcendencia en lactantes (5).

A diferencia de lo que ocurre con la severidad y el riesgo de hospitalizacién, la
probabilidad de desarrollar secuelas futuras es mayor si la infeccion se presenta a los 6
o mas meses de vida (97). Esto parece deberse a que durante los primeros 6 meses de
vida se produce una multiplicacion alveolar rapida y un remodelado de la via aérea que
previene del desarrollo de secuelas si el dafio pulmonar se produce a edades precoces

(97).

Los nifios prematuros, es decir, nacidos con menos de 37 semanas de edad gestacional,
presentan una mayor susceptibilidad a infecciones respiratorias, incluyendo a la
infeccidn por VRS. Se estimd que, por cada 1.000 nifios por ano, se produjeron 63,85
hospitalizaciones por VRS en pacientes prematuros menores de un afio, mientras que la

mortalidad por esta causa en estos pacientes fue 1,04 por 1.000 (98). La mayor

42



Introduccion

susceptibilidad en pacientes prematuros con respecto a pacientes a término puede tener
una explicacion inmunoldgica. Los prematuros presentan un sistema inmune innato
inmaduro en un momento en el que la inmunidad adaptativa no estd completamente
desarrollada (99). Por otro lado, el paso de anticuerpos maternos se ha visto
interrumpido, siendo esto importante ya que la mitad del paso de anticuerpos maternos
ocurre después de las 34 semanas de gestacion (98, 100). Ademas, sus pulmones no
estdn completamente desarrollados (101) puesto que el desarrollo alveolar comienza
entre las semanas 30 y 32 de gestacién y no se completa totalmente hasta la semana 36.
Presentan un menor volumen pulmonar, una menor superficie alveolar y un menor
didmetro de las vias respiratorias (100). Estas diferencias con los recién nacidos a
término hace que sean mas susceptibles a presentar apnea, atelectasia, infiltrados
pulmonares e hiperinsuflacién, asi como a precisar oxigeno suplementario, ventilacién
mecanica e ingreso en unidades de cuidados intensivos (102). Ademas, la prematuridad

también se ha asociado con mayor riesgo de secuelas (89) y de mortalidad (96).

La alimentacién también parece tener su papel en el riesgo de padecer infeccion por
VRS. Se sugiere que la lactancia maternal es un importante factor protector de
morbilidad y mortalidad frente a infecciones del tracto respiratorio (103). La
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) recomienda lactancia maternal exclusiva hasta
los 6 meses de vida y continuar posteriormente al tiempo que se inicia la alimentacién
complementaria hasta los 2 afios 0 mas. La explicacion a este efecto protector es que la
leche materna contine anticuerpos como IgA, oligosacaridos prebidticos, lactoferrina,
probidticos, linfocitos, leucocitos y otras células inmunolégicas. Varios de estos
componentes no estan presentes en la formula artificial. Ademas, la composicion de la
leche maternal cambia en funcién de las necesidades del lactante. La leche maternal
también podria ejercer un efecto barrera al cubrir la mucosa de la nasofaringe, evitando

la trasmisién de patdgenos respiratorios (103).

La etnia también influye en la respuesta inmune frente al VRS, afectando a las tasas de
infeccidn, la severidad y los resultados (104). Estas diferencias se deben principalmente

a factores genéticos, ambientales, socioecondmicos y culturales.
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Los pacientes con patologia de base como displasia broncopulmonar, cardiopatia
congénita, trastornos neuromusculares, inmunodeficiencia o sindrome de Down tienen
mas riesgo de desarrollar enfermedad severa por VRS (88). Ademas, aquellos con
malformaciones congénitas, enfermedades cardioldgicas o neuroldgicas, alteraciones
hepaticas o sanguineas o alteraciones respiratorias perinatales presentan mas riesgo de
ingreso en unidades de cuidados intensivos (105). De hecho, en un estudio llevado a
cabo por Thorburn se demostrd que todos los pacientes que fallecen por VRS,
presentaban una enfermedad preexistente, siendo la mas frecuente alteraciones
cromosémicas, seguida de lesiones cardiacas, alteraciones neuromusculares y

enfermedades pulmonares crénicas (106).

La exposicidn pasiva al humo del tabaco es un importante riesgo para la salud infantil.
Se estima que entre un 40-50% de los nifios de todo el mundo estan expuestos de forma
regular al humo del tabaco (107). Se ha visto que los nifios que son fumadores pasivos
tienen mas tos, sibilancias y mayor produccion de moco (107, 108). Ademas, la
exposicion al humo del tabaco hace que los nifios presenten mas enfermedades
respiratorias y presenten una disminucién de la funcién pulmonar (108, 109), haciendo

mas probable que éstos pacientes desarrollen secuelas tras las infeccion por VRS (89).

Los factores socioeconémicos son también un destacable condicionante de la salud.
Existe una relacién entre la incidencia de VRS y el bajo nivel socioeconémico (110, 111).
Hay varias razones que pueden explican que un bajo nivel socioecondmica aumente las
infecciones respiratorias bajas, como una mayor exposicion a patégenos por el
hacinamiento en el hogar (112, 113). Se ha relacionado una mayor incidencia de
infeccidn respiratoria baja por VRS con el hecho de que el nifio comparta habitacién con
mas de una persona (84, 112). Ademas, en zonas mas deprimidas socioecondmicamente
puede darse una afectacion del sistema inmune por el alto nivel de estrés, una dieta

pobre, o una mayor exposicién a contaminantes ambientales (112).
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1.5. Clinica

Tras la exposicion al VRS, los primeros sintomas apareceran entre el dia 4 y 7. Es
importante tener en cuenta que, durante esta fase, aunque el individuo se encuentre
asintomatico, tiene mas probabilidades de trasmitir la infeccion. La presentacion clinica
completa se da de los dias 7 al 13, y a partir del dia 14 se da la recuperacién completa o

bien el ingreso hospitalario (5) (Figura 7).

" Recuperacién
Presentacion P

Exposicion al Primeros clinica completa o
virus sintomas ingreso
completa d .
hospitalario

Figura 7. Representacidon esquemadtica de las fases clinicas de la infeccién por VRS.
Modificada de Kaler J. et al. (5).

Los sintomas de la infeccidon por VRS en lactantes y preescolares incluyen rinorrea clara,
tos, estornudos, fiebre, sibilancias, faringitis y dificultad respiratoria (7, 114). Los nifios

mas mayores suelen tener sintomas mas leves, como congestidn, tos y fiebre (7).

Aunque la mayoria de las infecciones por VRS son asintomaticas o producen sintomas
leves similares a un resfriado, un porcentaje significativo de los casos pueden progresar
a una enfermedad mas severa como bronquiolitis o neumonia (98, 115). Las
manifestaciones del tracto respiratorio inferior suelen presentarse en lactantes alos 2 o

3 dias del inicio de los signos y sintomas del tracto respiratorio superior (116).

La bronquiolitis es una manifestacion tipica de la infeccion por VRS en lactantes. En este
cuadro, la infeccidon viral provoca una necrosis epitelial que da lugar a un infiltrado
celular y una reaccion mesenquimatosa. Esto forma un tapdn denso en el bronquiolo,
causando atrapamiento de aire y alteracion de la ventilacion, responsables del cuadro

clinico (117, 118).

Clinicamente, McConnochie, definid la bronquiolitis en 1983 como el primer episodio
agudo de sibilancias, precedido por cuadro de rinorrea, tos y taquipnea, con o sin fiebre,
en niflos menores de 2 afios (119). Sin embargo, en un estudio reciente desarrollado con

metodologia Delphi se comprobd que habia consenso en cuanto al diagndstico de
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bronquiolitis en criterios clinicos, pero no se encontré claro acuerdo entre los expertos

participantes en la edad maxima para diagnosticar este proceso (120).

Ademads de los sintomas de vias respiratorias, aproximadamente la mitad de los
pacientes presentan vomitos y los lactantes pequefios pueden manifestar la infeccién
con letargo y dificultades de alimentacién, haciendo preciso el ingreso en ocasiones,

para evitar la deshidratacion (5).

Las manifestaciones extrapulmonares de la infeccion por VRS son poco frecuentes. Entre
ellas se encuentran convulsiones, hiponatremia, arritmia cardiaca, insuficiencia cardiaca

y hepatitis (121) (Figura 8).

Meningitis

Encefalopatia generalizada

Figura 8. Complicaciones de la infeccion severa por VRS, ordenadas de la mas
comunmente observada a la menos comun. Modificada de Kaler J. et al. (5).

La infeccién por VRS puede presentar diferentes grados de severidad. Aunque la mayoria
de los pacientes presentan un cuadro leve, algunos de ellos pueden desarrollar una
enfermedad grave. La mayoria de los casos de infeccion grave ocurren en pacientes
sanos (122, 123). En un estudio llevado a cabo en Noruega, se vio que, de los pacientes
menores de 5 aflos que requerian atencién hospitalaria por VRS, solamente el 15% de

ellos presentaban comorbilidades que les predisponian a una infeccion mas severa por
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este virus (124). Sin embargo, hay ciertos factores de riesgo y biomarcadores asociados

a severidad.

Para objetivar la gravedad, enfocandonos en los pacientes que desarrollan bronquiolitis,
se han creado numerosas escalas. Un estudio publicado en 2023 analizd nueve escalas
de valoracién de la bronquiolitis: Wood-Downes, Modified Wood'’s Clinical Asthma Score
(M-W(CAS), Respiratory Severity Score (RSS), Respiratory Clinical Score (RCS), Respiratory
Score (RS), Bronchiolitis risk of admission score (BRAS), BROSJOD, Tal modified y una
escala desarrollada por Paediatric Emergency Research Network (PERN). Concluyeron
gue no existen diferencias entre estas escalas a la hora de predecir resultados relevantes
en pacientes con bronquiolitis. Si embargo, la escala PERN puede ser mas util para

seleccionar pacientes con bajo riesgo de severidad (125).

Se considera que la pulsioximetria es un buen método para la evaluacidn inicial de la
bronquiolitis ya que la saturacion de oxigeno transcutdnea al ingreso estd
estrechamente relacionada con la cianosis (que se relacioné a su vez con la gravedad del

cuadro) y con los requerimientos maximos de oxigeno (126).

En cuanto a la mortalidad, la mayoria de los casos ocurren en paises en vias de
desarrollo. En estos paises, los pacientes que fallecen en centros sanitarios presentan
neumotédrax, probablemente secundario al dafio provocado por la ventilacién mecanica
y/o sepsis clinicamente significativa por coinfeccion con otros microorganismos. Los
fallecimientos producidos en la comunidad probablemente se produjeron por un acceso

limitado a los servicios sanitarios (127).

Tras la fase aguda de la infeccidn, los pacientes pueden presentar secuelas a largo plazo
como sibilancias recurrentes y asma. Estas consecuencias conllevan disminucién de la
calidad de vida y un aumento en el uso de recursos sanitarios. Aunque hay evidencia de
que las sibilancias tras VRS tienden a disminuir con el tiempo, en algunos pacientes
pueden persistir hasta la edad adulta, y también pueden aumentar el riesgo de

desarrollar asma en las primeras etapas de la adultez (128).

El mecanismo fisiopatoldgico por el cual se producen estas secuelas no esta del todo

esclarecido. En el estudio desarrollado por Zhou se mostrd que una constitucién alérgica,
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caracterizada por un aumento de los niveles de IgE sérica, es un importante prerrequisito
para el desarrollo de asma (129). Ademas, los antecedentes familiares tienen un papel
crucial en la génesis de secuelas. La presencia de antecedentes de sibilancias en la familia
es un factor que predispone al desarrollo de sibilancias recurrentes tras la infeccion por
VRS (130). El riesgo de desarrollar secuelas aumenta también en pacientes que padecen
infeccidn severa (131, 132) o que precisan hospitalizacion (133). Ademas, los pacientes
gue precisan ingreso desarrollan asma mas severa, caracterizado por mayores tasas de

ingreso y mayor uso de medicacidn para el control del asma (128).

1.6. Métodos diagnésticos

La infeccidn por VRS suele diagnosticarse por la clinica presentada por el paciente (7).

Cuando se requiere confirmacidn microbioldgica, pueden emplearse diversas muestras
como secreciones nasofaringeas o traqueales recogidas mediante lavado, aspirado o
hisopado. Los lavados nasofaringeo y la obtenciéon de secreciones tragueales son
técnicas mas fiables, sin embargo, el hisopado nasal es mas frecuentemente utilizado

por su accesibilidad (7).

En cuanto a las técnicas empleadas, el inmunoensayo enzimatico es la forma mas comun
de diagnosticar la infeccion porque nos permite tener un resultado rdpido, en
aproximadamente 30 minutos, y es mas barato que otras técnicas. El
enzimoinmunoensayo tiene una elevada especificidad (entre el 90 y el 95%), sin
embargo su sensibilidad varia entre el 50 y el 90%, por lo que un resultado negativo no
permite descartar completamente la infeccién (7). Los ensayos de inmunofluorescencia
directa e indirecta, y los cultivos de VRS, requieren mas tiempo para obtener una

conclusion (7), por lo que no son menos utiles en la practica clinica.

1.7. Tratamiento

No existe un tratamiento especifico para la infeccion por VRS. En el manejo de las
infecciones producidas por este virus se emplea un tratamiento de soporte, que incluye
hidratacion oral, medidas de manejo de las secreciones respiratorias y soporte

respiratorio cuando sea preciso.
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Los lavados o aspirados nasales tienen un papel primordial en el manejo de la infeccién
por VRS en lactantes, ya que estos pacientes son respiradores nasales, por lo cual la

entrada de aire puede verse dificultad por la congestion nasal y la presencia de rinorrea

(5).

La administracién de oxigeno suplementario es necesario en determinados pacientes
con sintomas del tracto respiratorio inferior, para mantener una saturacion de oxigeno
por encima del 92% (5). En pacientes que presenten insuficiencia respiratoria o apnea

grave puede llegar a ser preciso la ventilacién mecanica (7).

El uso de broncodilatadores es controvertido. La Academia Americana de Pediatria
(AAP) rechaza su uso de rutina, pero admite considerarlos como prueba terapéutica y
mantenerlos en caso de que se objetive respuesta (134). Se admite la realizacién de una
prueba terapéutica con este principio activo en caso de clinica compatible con

broncoespasmo con antecedentes familiares de asma (7).

Los corticoides, tanto orales, inhalados, intravenosos o intramusculares no deben ser
administrados de rutina. Sin embargo, la corticoterapia oral puede ser considerada en
caso de respuesta a broncodilatadores y sospecha de un componente asmatico o de

hiperreactividad bronquial subyacente (7).

Los antibidticos son necesarios en los casos en los que se sospeche sobreinfeccién
bacteriana. La sobreinfeccidén bacteriana es poco frecuente, pero debe sospecharse por
la situacidon clinica del paciente y por la evolucidon de los parametros analiticos. Un
aumento de leucocitos superior a 15x10°%/l y un ascenso de los parametros inflamatorios

como la proteina C reactiva puede indicar sobreinfeccién bacteriana (5).

1.8. Prevencion

1.8.1. Medidas higiénicas o no farmacoloégicas

Como se comprobé durante lo ocurrido en la pandemia COVID-19, se puede prevenir la
trasmision de VRS mediante la implementacién de medidas tales como el uso de

mascarilla, la higiene de manos y el distanciamiento social (135). Por otro lado, el
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panorama actual de la prevencidén de la infeccidén por VRS se ha enfocado a la creacién

de vacunas e inmunoglobulinas contra este virus.

1.8.2. Vacunas

Las vacunas actuales contra el VRS pueden dividirse en vacunas vivas atenuadas o
vacunas quiméricas, vacunas basadas en vectores recombinantes, proteinas o en acidos

nucleicos (136).

La primera vacuna aprobada por la Food and Drug Administration (FDA) para personas
mayores de 60 afios fue Arexvy®, una vacuna de dosis Unica resultante de la conjugacién
de la proteina F del VRS y el sistema adyuvante 01 (ASO1E), aprobada para su
comercializacidon en Estados Unidos en mayo de 2023 (137). En junio del 2023 esta
vacuna fue aprobada por la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) para
comercializarse en Europa. La eficacia de la vacuna para prevenir infecciones por VRS del

tracto respiratorio inferior en esta poblacién fue superior al 80% (138).

Tras la aprobacion de Arexvy®, en el mismo mes de mayo de 2023, la FDA aprobd
Abrysvo®, una vacuna candidata de subunidad bivalente basada en el desarrollo de la
proteina prefusion F, en dosis Unica, también para sujetos mayores de 60 afios (137). En
agosto de 2023 la FDA afadié la indicacion de esta vacuna en el tercer trimestre de
gestacion con el objetivo de prevenir la infeccidn en recién nacidos y lactantes menores
de 6 meses. Posteriormente la EMA autorizd esta vacuna en el mercado europeo para la
vacunaciéon de mayores de 60 afios y de embarazadas (137). La vacuna mostré una
eficacia del 81,8% en prevenir la infeccidén respiratoria severa del trato respiratorio
inferior por VRS en recién nacidos a los 90 dias de vida, y esta proteccion se mantiene a

los 180 dias, con una eficacia del 69,4% (139).

1.8.3. Anticuerpos monoclonales

Ademas de las vacunas, también se han desarrollado anticuerpos monoclonales que

protegen frente a la infeccidn y la bronquiolitis severa.

Palivizumab es un anticuerpo monoclonal humanizado contra la proteina de fusion (F)

del VRS, que actua inhibiendo la entrada del virus en la célula (136). Palivizumab
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demostréd una reduccidn del 32% del riesgo de hospitalizacién por bronquiolitis
aumentando esta proteccion al 52% si se trataba de pacientes con enfermedad
pulmonar crénica (44, 140). Su administracién es intramuscular (136). Dado su elevado
coste econdmico solo se administra a poblaciéon de riesgo. Ademas de su precio, otra
desventaja importante es su corta vida media, que obliga a una administracién mensual

durante la temporada de VRS (136).

Motavizumab es un anticuerpo monoclonal de segunda generacion con alta afinidad por
el VRS. Este anticuerpo no ha demostrado superioridad a Palivizumab y no ha sido
aprobado debido a sus efectos adversos (136). Suptavumab es un anticuerpo
monoclonal completamente humanizado que tampoco ha sido aprobado por no haber

demostrado eficacia (136).

Nirsevimab es un anticuerpo monoclonal recombinante Humano IgG1 kappa que se une
a las subunidades F1 y F2 de la proteina de fusion (F), bloqueando la entrada del VRS a
la célula. En julio de 2023, la FDA aprobdé Nirsevimab (141, 142) para realizar
inmunizacion pasiva frente al VRS en neonatos y lactantes. Su larga vida media permite
gue una unica administracion intramuscular, poco antes o durante la temporada de VRS,
cubra toda la temporada (141). Esta profilaxis ha demostrado una reduccién del 83% en
las hospitalizaciones por VRS (143), asi como una disminucion de la severidad de los

casos (144).

Afinales de septiembre de 2023 se inicid en Espafia la profilaxis universal con Nirsevimab
para todos los lactantes nacidos desde el 1 de abril de 2023, convirtiéndose asi en el
primer pais de Europa en iniciarla. Tres meses tras su introduccién en el calendario
vacunal nacional, se estimd que este anticuerpo tiene al menos un 70% de efectividad

en prevenir la hospitalizacién en paciente con infeccion respiratoria baja por VRS (145).

1.9. Importancia de los factores de riesgo y
biomarcadores en la gravedad de la infeccién

Ademas de estos logros, la identificacidon temprana de los pacientes con riesgo de
desarrollar complicaciones graves relacionadas con el VRS sigue siendo esencial para

garantizar intervenciones oportunas, optimizar el manejo de la enfermedad y los
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resultados clinicos, y reducir las consecuencias de la infeccidn por el VRS. La progresién
de las infecciones por VRS puede predecirse principalmente mediante factores de riesgo
y biomarcadores (49). Al identificar estos factores, los sanitarios que se encarguen de
atender a estos pacientes pueden predecir de manera rentable el curso clinico de la
infeccion y adaptar sus planes de tratamiento, con el objetivo de reducir la gravedad y la

duracién de la enfermedad (146).

En la actualidad, faltan marcadores sélidos que identifiquen con precision a los pacientes
con riesgo de enfermedad grave por VRS (45, 49). El estudio de estos marcadores a nivel
pulmonar es complicado por su dificil acceso. Frente a esto, la sangre periférica puede
servir como biopsia liquida debido a la estrecha conexidn entre los sistemas circulatorio
y respiratorio (147, 148). La biopsia liquida permite una amplia gama de ensayos
celulares y moleculares que evallan el érgano subyacente a través de técnicas
minimamente invasivas (149). En este caso es util para estudiar la inmunidad pulmonar
contra infecciones virales y para identificar biomarcadores predictivos (150). Ademds,
proporciona informacion valiosa sobre la respuesta inmunitaria sistémica

desencadenada por la infeccién.

El objetivo, por tanto, de esta tesis, es describir los factores de riesgo y biomarcadores
de severidad en sangre periférica en relacion con el VRS, asi como proponer nuevos
marcadores que permitan predecir la evolucién de la infeccidn. La deteccion temprana
de lactantes de alto riesgo puede ayudar a mejorar el manejo de la enfermedad y reducir

las secuelas relacionadas con la infeccién por VRS.

De los tres trabajos aportados, uno de ellos estudiarda como las condiciones
meteoroldgicas y los contaminantes externos influyen en los ingresos por IRAB,
frecuentemente provocadas por VRS en menores de dos afios. Los otros dos articulos
describen factores inmunoldgicos que condicionan la evolucién de la infeccién por VRS
en menores de dos afios, aportando posibles biomarcadores que ayudan a predecir el

riesgo de desarrollar enfermedad grave.
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Hipdtesis

La presente tesis plantea que tanto factores extrinsecos (ambientales) como factores
intrinsecos del individuo (principalmente relacionados con la respuesta inmune)
influyen de manera significativa en la evolucién desfavorable de la infeccion por el VRS,

el agente etiolégico mas comun de la bronquiolitis en pediatria.

Identificar estos factores extrinsecos e intrinsecos nos permitiria predecir el riesgo de
ingreso hospitalario y evolucion desfavorable, facilitando asi una intervencidon temprana

y una mejor gestion de los recursos sanitarios.
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Objetivos

El objetivo de este trabajo es identificar qué factores influyen en el riesgo de
hospitalizacion y en la evolucién clinica desfavorable de las IRAB en pediatria,

particularmente las causadas por el VRS.
Los objetivos principales son:

1. Evaluar la asociacion de factores ambientales (humedad relativa,
temperatura y contaminacion del aire exterior) con el ingreso hospitalario
por IRAB virales en niflos menores de dos afos, antes de la pandemia de
COVID-19.

2. Evaluar la asociacidn entre la expresidén de genes inflamatorios y antivirales
en sangre periférica y la hipoxemia severa en nifios menores de dos afios con
infeccion por VRS en el momento de ingreso hospitalario.

3. Analizar si la expresiéon de genes inflamatorios y antivirales en sangre
periférica de nifios hospitalizados menores de dos anos infectados por VRS
se asocia con la progresién de la bronquiolitis durante la estancia

hospitalaria.
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Material y métodos

4.1. Poblacidon de estudio

4.1.1. Poblaciéon 1: Ambito poblacional

Art. 1 (151): Alvaro-Meca A, Goez MDC, et al. Environmental factors linked to hospital
admissions in young children due to acute viral lower respiratory infections: A

bidirectional case-crossover study. Environ Res. 2022 Sep;212(Pt B):113319.

- Disefio: estudio retrospectivo bidireccional de casos cruzados.

- Poblacidén: nifios menores de dos anos de edad con IRAB viral, que precisaron
ingreso hospitalario, distribuidos por todo el territorio espafiol.

- Periodo de tiempo: desde 2013 hasta 2015.

- Datos clinicos: Conjunto Minimo Basico de Datos Espanol.

- Datos ambientales: Agencia Estatal de Meteorologia Espafiola.

- Tamano de la muestra: 30.445 pacientes

4.1.2. Poblacion 2: Ambito hospitalario

Art.2: Pita-Martinez C, Goez-Sanz C, et al. Reduced antiviral gene expression and
elevated CXCL8 expression in peripheral blood are associated with severe hypoxemia in

RSV-infected children. Front Immunol. 2024 Sep;15:1438630.

- Disefio: estudio transversal.

- Poblacién: pacientes menores de dos afios de edad con infeccién por VRS, que
precisaron ingreso hospitalario, cuyos padres o tutores legales fueron
informados del estudio, aceptaron participar y firmaron el consentimiento
informado.

o Diagnodstico de la infeccion por VRS: muestras nasofaringeas y

orofaringeas. Estas muestras bioldgicas se enviaron al laboratorio de
microbiologia de cada hospital para el diagndstico mediante pruebas de
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) de acuerdo con los protocolos
previamente implementados en cada laboratorio de atencion
hospitalaria.

- Periodo de tiempo: desde 2015 hasta 2023.
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Datos clinicos: historia clinica. Servicio de Pediatria:

o Hospital Clinico Universitario de Valladolid

o Hospital Infanta Cristina

o Hospital Universitario de Guadalajara
Muestra: Un mililitro de sangre periférica extraida coincidiendo con la
canalizacién de via venosa periférica.
Conservacion: Las muestras se conservaron a menos veintiun grados, en un tubo
con acido etilendiaminotetraacético (EDTA).
Variable resultado: hipoxemia severa, definida como saturacion de oxigeno
periférico (SpO2) menor o igual a 90%.

o Medicion de SpO;: pulsioximetria durante la toma inicial de constantes

vitales a la llegada del paciente a urgencias. Se considerd para el estudio
el primer valor de SpO; tomado.

Tamaiio de la muestra: 121 pacientes.

Art.3 (152): Pita-Martinez C, Goez-Sanz C, et al. Low peripheral blood chemokine (C-C

motif) ligand 5 and tumor necrosis factor a gene expression is associated with

unfavorable progression of respiratory syncytial virus bronchiolitis in infants. Int J Infect

Dis. 2024 Jan;138:97-101.

Diseno: estudio longitudinal.

Poblacidn: pacientes menores de dos afos de edad con infeccién por VRS, que
precisaron ingreso hospitalario, cuyos padres o tutores legales fueron
informados del estudio, aceptaron participar y firmaron el consentimiento
informado.

o Diagnodstico de la infeccion por VRS: muestras nasofaringeas y

orofaringeas. Estas muestras bioldgicas se enviaron al laboratorio de
microbiologia de cada hospital para el diagndstico mediante PCR, de
acuerdo con los protocolos previamente implementados en cada
laboratorio de atencién hospitalaria.

Periodo de tiempo: desde 2015 hasta 2023.
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- Datos clinicos: historia clinica. Servicio de Pediatria:
o Hospital Clinico Universitario de Valladolid
o Hospital Infanta Cristina
o Hospital Universitario de Guadalajara
- Muestra: Un mililitro de sangre periférica extraida coincidiendo con Ia
canalizacién de via venosa periférica.
- Conservacion: Las muestras se conservaron a menos veintiun grados, en un tubo
con EDTA.

- Tamano de la muestra: 117 pacientes.

4.2. Fuentes de datos

4.2.1. Conjunto minimo de datos basico

Los datos para el primer estudio, de ambito poblacional, se obtuvieron de registros en
el Conjunto Minimo Basico de Datos (CMBD) del Sistema Nacional de Vigilancia de Datos
Hospitalarios en Espana, proporcionado por el Ministerio de Sanidad del gobierno de
Espana. El CMBD estd regulado por ley, que explica los requerimientos necesarios para

gue las instituciones utilicen los datos personales relacionados con la salud.

El CMBD es la base de datos mas grande e importante de datos clinicos y administrativos
en Espana. Contiene datos de pacientes ingresados en hospitales publicos y privados,
con informacién valiosa sobre multiples aspectos relacionados con la asistencia
sanitaria. Se estima que posee una cobertura de aproximadamente de un 97,7% de los
ingresos en hospitales publicos y del 25% de los ingresos en hospitales privados en
Espana. La calidad de los datos del CMBD esta asegurada por el Ministerio de Sanidad,

estableciendo protocolos para el registro de datos y auditorias periddicas.

El CMBD proporciona numeros encriptados para la identificacion de pacientes, el género,
fecha de nacimiento, fechas de ingreso y alta hospitalaria, centros médicos que brindan
los servicios sanitarios, los cédigos de diagndstico y los procedimientos segun la
clasificacion internacional de enfermedades 92 edicién; Modificacién Clinica (CIE-9-MC)

(153), asi como los resultados después del alta.
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Diagndsticos incluidos:

- Infeccién respiratoria del tracto inferior viral [VRS (CIE-9-MC: 079.6, 466.11 y

480.1)

- Influenza (CIE-9-MC: 487.0, 487.1, 488.01, 488.02, 488.11, 488.12, 488.81 y

488.82)

- Neumonia viral (CIE-9-MC: 480.0, 480.1, 480.2, 480.8 y 480.9)

- Bronquiolitis aguda (CIE-9-MC: 466.11 y 466.19)]

- Insuficiencia respiratoria_aguda (CIE-9-MC: 518.81) junto con un diagndstico

secundario de infeccion respiratoria aguda viral.

Los diagndsticos se realizaron de acuerdo con los procedimientos estandar de cada

hospital.

4.2.2. Agencia Espaiola de Meteorologia

Los datos ambientales para el primer estudio se extrajeron de la Agencia Estatal de

Meteorologia (http://www.aemet.es/). Para cada estacidon meteoroldgica, tuvimos:

Geolocalizacion

- Latitud

- Longitud

- Altura

Datos diarios de los factores ambientales:

- Climaticos:

o

©)

Temperatura (2C)

Humedad relativa (%)

- Contaminantes del aire ambiental:

©)

SO2 (ug/m’)
CO (ug/m?)
NO: (ng/m?)
O3 (ug/m?)
PM1o (ug/m?)).

66


http://www.aemet.es/

Material y métodos

Los factores ambientales de cada paciente se obtuvieron utilizando la estacién

meteoroldgica mas cercana a su codigo postal.

4.2.3. Datos clinicos

Los datos de los pacientes incluidos los dos estudios de ambito hospitalario fueron
recogidos mediante revision de la historia clinica del paciente en el hospital en el cual
ingresaron (Hospital Clinico Universitario de Valladolid, Hospital Infanta Cristina u

Hospital Universitario de Guadalajara).
Se recogieron los siguientes datos:

- Datos epidemioldgicos

- Antecedentes personales y familiares
- Clinica en el episodio de bronquiolitis
- Puntuacion en la escala de gravedad
- Motivo de ingreso

- Constantes al ingreso

- Resultado de las pruebas al ingreso

- Tratamiento

- Datos sobre la evolucion

- Coinfecciones

La hoja de recogida de datos se adjunta en el anexo 1.

4.3. Escalas de gravedad

Se utilizaron la puntuacién de Bronquiolitis de Sant Joan de Déu (BROSJDD) vy la
puntuacion de Wood-Downes (WDS) para calibrar la gravedad de la bronquiolitis por

VRS. Ambas escalas incluyen parametros similares y presentan buena concordancia.
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4.3.1.

Puntuacion de Bronquiolitis de Sant Joan de Déu

El BROSJDD fue disefiada en 1999. Esta escala tiene en cuenta las siguientes variables

(Tabla 1): sibilancias, tiraje, entrada de aire, saturacion de oxigeno, frecuencia

respiratoria y frecuencia cardiaca (154). Estas variables se muestran en la tabla 1.

Tabla 1: Escala de Bronquiolitis de Sant Joan de Déu (BROSJDD). FiO2: fraccion inspirada

de oxigeno.
Sibilancia /| 0:no
estertores 1: sibilancias espiratorias, estertores inspiratorios
2: sibilancias / estertores espiratorios e inspiratorios
Tiraje 0:no
1: subcostal, intercostal inferior
2: lo previo + supraclavicular + aleteo nasal
3: lo previo + intercostal superior+ supraesternal
Entrada de aire | 0: normal
1: regular y simétrico
2: asimétrico
3: muy reducido
Saturacion de | Sin oxigeno suplementario: Con oxigeno suplementario:
oxigeno 0: >95% 1: >94% con Fi02<40%
1:91-94% 2:<94% con Fi02>40%
2:<90%
Frecuencia 0 1 2 3
respiratoria <3m: <40 40-60 60-70 >70
(rpm) 3-12m:<30 30-50 50-60 >60
12-24m: <30 30-40 40-50 >50
Frecuencia 0 1 2 3
cardiaca (Ipm) | <1 afio: <130 130-150 150-170 >170
1-2 afos:<110 | 110-120 120-140 >140

Esta escala BROSJDD varia de 1 a 16, estratificando a la poblacion en bronquiolitis leve

(£5), moderada (6-10) y grave (211).
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4.3.2. Puntuacion de Wood Downes

La puntuacién de Wood Downes (WDS) se validd inicialmente en 1972 para evaluar el
grado de distrés respiratorio en pacientes asmaticos. Esta escala tiene en cuenta las
siguientes variables (Tabla 2): sibilancias, tiraje, entrada de aire, cianosis, frecuencia

respiratoria y frecuencia cardiaca (155).

Tabla 2: Escala de Wood Downes (WDS).

0 1 2 3
Sibilancias Ninguna Final de Ila | Durante la | Espiracion e
espiracion espiracion inspiracion
Tiraje Ninguno Subcostal o | Supraclavicul | Supraesternal
intercostal ar y aleteo | eintercostal
nasal
Entrada de aire Normal y | Regular y | Muy Silente
simétrica simétrica disminuida
Cianosis Ausente Presente
Frecuencia <30 31-45 46-60 >60
respiratoria (rpm)
Frecuencia cardiaca | <120 >120
(lpm)

La WDS variade 1 a 10, estratificando a la poblacidn en bronquiolitis leve (<3), moderada
(4-7) y grave (=8).
4.4. Ensayos de laboratorio

En los dos estudios de ambito hospitalario se analizé la expresién génica de los pacientes

menores de dos afios con bronquiolitis por VRS.

Laboratorio: las muestras se analizaron en la Unidad de Infeccién Viral e Inmunidad,

Centro Nacional de Microbiologia, Instituto de Salud Carlos IlI.
Muestra:

- Tipo de muestra: sangre periférica.

- Extraccion del ARN total: kit de ARN NucleoSpin (Macherey-Nagel, Diiren,

Alemania).
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Expresidn génica:

o Genes seleccionados:

= Actina B

* Interleuquina 6 (IL6)

= Factor de necrosis tumoral alfa (TNFa)

= Citoquina (motivo C-X-C) ligando 8 (IL8/CXCL8)

= Gen estimulado por interferon 15 (1ISG15)

= Interferdn con repeticiones tetratricopeptidicas 1(IFIT1;)
= Gen | inducido por acido retinoico (RIGI)

» Interferén-B1 (IFNB1)

= (Citoquina (motivo C-C) ligando 5 (CCL5)

= Citoquina (motivo C-X-C) ligando 10 (CXCL10)

o Transcripcion inversa del ARN: kit de transcripcion inversa de ADNc de alta

capacidad (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE. UU.).

o Cuantificacién: Reaccidn en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR):
ensayos de expresion génica TagMan (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.
UU). La PCR se realizé por triplicado utilizando un Termociclador StepOne RT-
PCR System (Applied Biosystems).

o Anadlisis de expresion diferencial: método Ct (ciclo umbral) (AACT), utilizando

ACTB como control enddgeno.

Los niveles de expresion génica se determinaron en relacién con un calibrador de una

muestra de referencia de ARN total extraido de células A549 infectadas con RSV.

4.5. Analisis estadistico

4.5.1. Asociacion entre factores ambientales e ingreso hospitalario

- Programa: Paquete estadistico R versidén 3.5.2 (Licencia publica general GNU)
para el analisis estadistico (The R Core Team, R, 2011).

- Estadistica: El vinculo entre los factores ambientales y los ingresos hospitalarios
se evalud mediante regresidon logistica condicional. Realizamos un analisis
univariante para cada factor ambiental y un analisis multivariante para todos los

factores ambientales juntos. Esta prueba proporciona el odds ratio (OR) y el
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4.5.2.

intervalo de confianza (IC) del 95% calculado mediante el método exacto. A
excepcion de la temperatura, los factores ambientales se transformaron en log2
porgue muchos de los valores de OR tendian a “1”. Ademas, esta transformacidn
log2 puede interpretarse como una duplicacién del predictor. Todas las pruebas
fueron de dos colas y los valores de “p” se corrigieron utilizando la tasa de
descubrimiento falso (g-valor). El nivel de significacién estadistica se fijo en q
<0,05.

Interpretacion: Las probabilidades de ingreso hospitalario dependen de la
variacion de un factor ambiental especifico en la fecha de hospitalizacion
(codificada como “1”) y en el momento de control (codificado como “0”), y sélo
los nifios con variaciones en la exposicion ambiental fueron informativos. Por lo
tanto, valores de aOR superiores a “1” denotaron mayores probabilidades, es
decir, cuando el factor ambiental aumenta en el ingreso hospitalario o disminuye
en el tiempo de control (tiempo de retraso). Por el contrario, los valores de aOR
inferiores a "1" denotaron probabilidades mas altas cuando el factor ambiental

aumenta en el momento de control (tiempo de retraso) o disminuye en el

momento del ingreso hospitalario.

Asociacion entre expresion génica y severidad de la
bronquiolitis (hipoxemia y progresion desfavorable)

Programa: Stata IC 17 (StataCorp, Texas, EE. UU.) y MetaboAnalyst 6.0
(//www.metaboanalyst.ca/).

Estadistica: Para la comparacion entre grupos se utilizaron la prueba U de Mann-
Whitney para variables continuas y la prueba de Chi-cuadrado de Pearson (x2) o
la prueba exacta de Fisher para variables categéricas. Para el estudio de
asociacion entre los biomarcadores y las variables desenlace se utilizd la
regresion logistica binomial, proporcionando el OR 95%IC. La regresién logistica
se ajustd por las covariables mas significativas (edad, sexo, prematuridad y
gravedad inicial de la bronquiolitis por VRS), que se seleccionaron mediante un
método de seleccion gradual hacia adelante (pin <0,05 y pout <0,10). Todas las

pruebas fueron de dos colas y los valores de “p” se corrigieron utilizando la tasa
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de descubrimiento falso (g-valor). El nivel de significacién estadistica se fijé en q

<0,05.
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Resultados

5.1. Articulo 1: Environmental factors linked to hospital
admissions in young children due to acute viral lower
respiratory infections: A bidirectional case-crossover
study

Introduccidn: Las infecciones agudas del tracto respiratorio inferior (IRAB) virales tienen
un caracter estacional, condicionado por variables meteoroldgicas. Los contaminantes

ambientales también tienen efectos sobre estas enfermedades.

Objetivos: Evaluar la asociacidon entre la exposicidn a corto plazo a factores ambientales
(humedad relativa, temperatura, NO;, SO,, O3, PM10 y CO) y los ingresos hospitalarios

por IRAB viral en menores de dos afnos.

Métodos: Realizamos un estudio bidireccional cruzado de casos en 30.445 nifios con
IRAB viral menores de dos afios del CMBD espafiol de 2013 a 2015. Los datos
ambientales se obtuvieron de AEMET. La asociacién se evalué mediante regresion

logistica condicional.

Resultados: Menor temperatura una semana antes del dia del evento (ingreso
hospitalario) (g = 0,012) y mayor humedad relativa una semana (g = 0,003) y dos
semanas (q<0,001) antes del dia del evento se relacionaron con mayores probabilidades
de ingresos hospitalarios. Los niveles mas altos de NO; dos semanas antes del evento se
asociaron con ingresos hospitalarios (q <0,001). Ademds, concentraciones mas altas el
dia del evento de SO, (en comparacion con el tiempo de retraso de 1 semana (q = 0,026)
y 2 semanas (q<0,001)), O3 (en comparacion con el tiempo de retraso tiempo de 3 dias
(g <0,001), 1 semana (q <0,001) y 2 semanas (g <0,001)) y PM10 (en comparacion con el
tiempo de retraso de 2 semanas (g <0,001)) se relacionaron con un aumento de las

probabilidades de ingresos hospitalarios por IRAB viral.

Conclusidn: La exposicidon a corto plazo a factores ambientales (condiciones climaticas y
contaminantes del aire ambiente) se relaciond con una mayor probabilidad de ingresos
hospitalarios debido a IRAB viral. Nuestros hallazgos enfatizan la importancia de
monitorear los factores ambientales para evaluar las probabilidades de ingresos

hospitalarios por IRAB viral y planificar los recursos de salud publica.
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Resultados

5.2. Articulo 2: Reduced antiviral gene expression and
elevated CXCL8 expression in peripheral blood are
associated with severe hypoxemia in RSV-infected
children

Introduccidn: La patogenia de la infeccidon por VRS sigue sin estar clara. Una respuesta
inmunitaria desequilibrada puede causar inmunopatologia, lo que provoca dafios en las
vias respiratorias y altera el intercambio de oxigeno y didxido de carbono entre el aire y

el torrente sanguineo.

Objetivos: Nuestro objetivo fue evaluar la asociacion entre la expresion génica de genes
inflamatorios y antivirales en sangre periférica y la hipoxemia grave en nifios infectados

por VRS valorados en servicios de urgencias hospitalarios.

Métodos: Realizamos un estudio transversal en 121 nifios infectados por el VRS entre
2015 y 2023. El ARN total se extrajo de muestras de sangre completa y la expresion
génica (/IL-6, TNFa, CXCL8, ISG15, IFIT1, RIGI, IFN8, CCL5 y CXCL10) se cuantificé mediante
gPCR. La variable de resultado fue tener hipoxemia grave (SpO2 <90%) en el momento
del ingreso hospitalario. El analisis de asociacidon se realizd mediante un grafico de
volcdn, regresion logistica ajustada por variables clinicas relevantes, y andlisis

discriminante de minimos cuadrados parciales ortogonales (OPLS-DA).

Resultados: 26 de 121 nifos tenian hipoxemia severa (SpO. <90%). CXCL8 estaba
sobreexpresado (q <0,05), y los niveles ISG15, IFIT1, RIGI, IFNB, CCL5 y CXCL10 estaban
infraexpresados (g <0,05) en nifios con hipoxemia. Estas asociaciones se ratificaron
mediante regresidn logistica ajustada. El OPLS-DA mostré que las expresiones génicas de
CXCL8, ISG15, IFIT1, RIGI y CXCL10 presentaron valores de importancia variable en

proyeccion (VIP) 21, siendo las caracteristicas mas relevantes.

Conclusién: Una respuesta inmune desequilibrada a la infeccion por RSV, con
disminucion de la respuesta antiviral y aumento de la inflamacidn, se asocia con
hipoxemia grave en nifios infectados por RSV. Estos hallazgos proporcionan informacién

valiosa sobre la patogenia de la infeccion por VRS.
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5.3. Articulo 3: Low peripheral blood CCL5 and TNFa
gene expression is associated with unfavorable
progression of respiratory syncytial virus bronchiolitis
in infants

Introduccidn: La respuesta frente a la infeccidon por VRS desencadena una cascada de
sefializacion intracelular que induce la expresion de citoquinas proinflamatorias,

guimioquinas e interferones conduciendo a un estado antiviral.

Objetivos: Nuestro objetivo fue analizar si la expresion de genes inflamatorios y
antivirales en la sangre periférica de los menores de dos afios infectados por VRS que

precisaron ingreso hospitalario se asocia con la progresion de la bronquiolitis.

Métodos: Realizamos un estudio prospectivo en 117 pacientes menores de dos afos
entre 2015 y 2023. Los niveles de expresidn de nueve genes se cuantificaron mediante
gPCR. Los lactantes se clasificaron seglin su evolucion clinica durante el ingreso
hospitalario: i) no progresién (n=74), cuando la gravedad de la bronquiolitis por VRS se
mantuvo estable o mejord; ii) progresiéon desfavorable (n=43), cuando aumento la
gravedad de la bronquiolitis por VRS. El andlisis de asociacidon se realizé mediante
regresion logistica, ajustado por edad, sexo, prematuridad y gravedad de la bronquiolitis

en urgencias.

Resultados: EI 57,3% de los pacientes eran varones y la mediana de edad de la poblacién
de estudio fue de 61 dias. Treinta y cinco (30,7%) ingresaron en la unidad de cuidados
intensivos después del ingreso hospitalario. Los modelos logisticos univariados
mostraron que la expresiéon de los genes TNFa y CCL5 al inicio del estudio se asociaba
inversamente con una progresion desfavorable, lo que se confirmé mediante andlisis
multivariados: TNFa (aOR=0,8 (IC 95%=0,64 - 0,99), valor p=0,038) y CCL5 (aOR=0,76 (IC
95%=0,62 - 0,93), valor de p=0,007).

Conclusién: Una respuesta inmune inadecuada al VRS, caracterizada por niveles
reducidos de expresion genética de CCL5 y TNFa en sangre periférica, se asocid con una

progresion desfavorable de la bronquiolitis por VRS.
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6. Discusion







Discusion

La IRAB viral supone un motivo frecuente de ingreso hospitalario en pacientes menores
de dos afios, predominantemente en los meses de invierno. Esto llega a condicionar, en
muchas situaciones, la saturacién de varios niveles asistenciales y la necesidad de un
aumento de los recursos sanitarios en este contexto. De ahi que uno de los objetivos de
este trabajo sea conocer qué condiciones meteoroldgicas y ambientales influyen en este

incremento en el nimero de ingresos por esta causa.

Al constatar que el virus predominante en este contexto es el VRS, centramos el resto
del trabajo en este agente etioldgico. Tras producirse la infeccion se inicia una respuesta
inmune orquestada por multiples citoquinas y quimioquinas proinflamatorias. Sin
embargo, una respuesta inmune desbalanceada puede condicionar la patologia, al hacer
gue el individuo no sea capaz de enfrentarse adecuadamente al virus. Dado que la
situacion en el momento del ingreso y la evolucién posterior es diferente entre
individuos, en nuestros trabajos se analizd la expresion de genes relacionados con la
respuesta inmune en estos individuos y se correlaciond con la situacién clinica del

paciente en el momento del ingreso y con su evolucién.

Por tanto, analizamos los factores que pueden influir en las IRAB virales en pediatria en
tres momentos evolutivos: previo al ingreso, en el momento del ingreso y la evolucién

durante dicho ingreso. Los resultados se discuten con detalle a continuacion.
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6.1. Ambito poblacional

6.1.1. Previo al ingreso: Riesgo de ingreso hospitalario

Articulo 1 (151): Relacion entre factores ambientales e ingresos hospitalarios por
IRAB viral en pediatria

El primer trabajo evalia la asociaciéon de la exposiciéon a corto plazo de factores
ambientales (humedad relativa, temperatura, NO, SO, O3, PM10 y CO) con los ingresos
hospitalarios por IRAB viral en pacientes menores de 2 anos. Este trabajo se realizé a

nivel poblacién, empleando los datos del CMBD y de la AEMET.
El virus predominante como agente etioldgico de estos casos es el VRS (55,8%).

Condiciones climatoldgicas

En primer lugar, en cuanto a las condiciones climaticas, la temperatura mas baja una
semana antes del dia del ingreso y una alta humedad relativa una y dos semanas antes
del dia del ingreso se relacionan con mayor probabilidad de ingreso hospitalario por IRAB

viral.

En estudios previos se ha observado que las condiciones ambientales, incluyendo
humedad y temperatura, influyen en el riesgo de padecer IRAB viral (71, 76) al afectar a
la infectividad de los virus respiratorios (71, 156, 157). La temperatura influye en la
mayoria de los procesos quimicos y fisicos, condicionando la supervivencia del patégeno
y la susceptibilidad del huésped (156). Esto se debe a que las bajas temperaturas
proporcionan mayor estabilidad al patdégeno, aumentando asi su supervivencia y su
infectividad. Ademas, cuando las temperaturas son mas bajas, los individuos tienden a
pasar mas tiempo juntos en espacios cerrados (111), lo que podria contribuir a la
trasmision viral. Por otra parte, condiciones de alta humedad aumentan la infectividad

al estabilizar las gotitas que transportan el patégeno de persona a persona (71).

Durante el invierno, se observa una supresion del sistema inmunitario (“supresion
inmune invernal”) (158, 159) caracterizada por broncoconstriccion, aumento de
secreciones y disminucion del aclaramiento mucociliar, entre otros. Esto aumenta el
riesgo de IRAB viral en nifios pequeiios (160). Consecuentemente, los ingresos

hospitalarios por estas infecciones aumentan en los meses frios y hiumedos (161). Sin
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embargo, algunos estudios muestran resultados discordantes sobre como Ia
temperatura y la humedad afectan a estos ingresos (70, 162, 163). Estas diferencias
podrian deberse en parte a que las diferentes regiones del mundo experimentan
distintos picos estacionales y brotes de IRAB. Ademas, la circulacién de virus
respiratorios varia segun la ubicacién geografica y la altitud, incluso dentro de una misma

region (70, 162, 164).

Centrandonos en el caso del VRS, se ha observado, en linea con nuestro estudio, un
aumento de casos en condiciones de baja temperatura y alta humedad (165-169). La
mayor estabilidad del VRS en aerosoles ocurre con una humedad relativa del 60% (170)
y un aumento del 1% en la humedad relativa media se asocié con un aumento del 6%

en los casos de VRS (171).

Analizando las infecciones por VRS en diferentes zonas climaticas(172), se ha encontrado
qgue, en lugares con temperaturas y humedad persistentemente altas, la actividad del
VRS fue continua durante todo el afno, probablemente debido a la alta estabilidad del
virus en aerosoles. En regiones con clima templado, la actividad fue maxima en
momentos de temperaturas mas bajas. En areas con temperaturas bajas durante todo el

afio, la actividad del VRS fue continua (172).

Debidos a que el VRS es el agente etioldgico en la mayoria de las infecciones recogidas
en nuestro estudio, todos estos datos apoyan la influencia de las condiciones
meteoroldgicas en el incremento en el nimero de infecciones que precisan ingreso

hospitalario.

Contaminantes ambientales

Altos niveles de NO; dos semanas antes del ingreso y concentraciones altas de SO, Oz y
PM10 el dia del ingreso aumentan el riesgo de hospitalizacion por IRAB viral. Esto
coincide con estudios previos que relacionan la exposicion a corto plazo a la
contaminacién del aire exterior con una mayor incidencia de neumonia en nifios (75,
173-176). También se ha observado un aumento en las hospitalizaciones por
enfermedades respiratorias asociado con niveles ambientales elevados de NO,, O3 y
PM10 (177). Sin embargo, otros estudios no han encontrado una relacién entre los

niveles de NO; en ambientes interiores y las IRAB virales en nifos (178-180). Esto sugiere
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que el efecto del NO, en ambientes exteriores sobre las IRAB virales probablemente se
deba a una combinacidn con otros contaminantes provenientes de fuentes y dindmicas

ambientales similares (metales de transicidn, aerosoles orgdnicos, O3).

El O3 fue el principal factor ambiental relacionado con los ingresos hospitalarios por IRAB
viral, asocidndose en todos los tiempos de retraso analizados. Ademas, la fuerza de esta
asociaciéon aumenta con la prolongacién del tiempo de exposicion. Estos hallazgos
concuerdan con investigaciones previas que muestran un aumento en las
hospitalizaciones por problemas respiratorios conforme aumentan las concentraciones
de O3 (181-183). Sin embargo, otros estudios no han encontrado esta asociacion (184,
185). Estas diferencias en los resultados pueden deberse a multiples factores, incluyendo
las diferencias en la concentracion de Oz, la duracidn y el momento de la exposicion, las

actividades al aire libre y la susceptibilidad individual a los contaminantes ambientales.

Las PM10 pueden ser inhaladas y causar dafio pulmonar. Esto se debe a que reducen los
niveles de péptidos antimicrobianos (186) y aumentan la inflamacion y la permeabilidad
del epitelio pulmonar (187). Varios estudios respaldan nuestra investigacion, mostrando
una asociacion entre las PM10 y las hospitalizaciones por infecciones respiratorias virales
graves en nifios pequefios (188-190). Sin embargo, Nathan et al. no encontraron una
asociacion significativa (191). Ademas, otros estudios han encontrado una relacién
inversa entre la exposicion a corto plazo a PM10y problemas respiratorios en nifios (192-
194). Una posible explicacién podria ser la interaccidon entre la radiaciéon ultravioleta y
las PM10 en ciertos paises, lo cual podria atenuar los efectos de las PM10, o diferencias

en las edades de los nifios estudiados.

La exposicion a contaminantes como el material particulado (PM) y Os provoca estrés
oxidativo en los pulmones (195). Este estrés oxidativo aumenta la respuesta inmune
proinflamatoria Th2 y Th17 y disminuye la respuesta inmune antiviral (196, 197), lo que

eleva la susceptibilidad a infecciones pulmonares (196, 198).

El SO, también provoca inflamacién y dafio en la mucosa respiratoria, facilitando la
infeccion viral (199). Por otro lado, las vias respiratorias pequefias de estos pacientes son
facilmente obstruidas por la inflamacion y la acumulacién de restos celulares. Aunque

algunos estudios muestran que el SO, aumenta el riesgo de ingreso hospitalario en nifios
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(200, 201), el efecto de este contaminante en las infecciones respiratorias del tracto
inferior sigue siendo controvertido (202, 203). Estas discrepancias pueden ser debidas a
las mediciones de contaminantes en areas con alta poblacién y trafico, como en los
paises asiaticos (204), donde predominan contaminantes emitidos por vehiculos, como

el NO2, COy PM (205).

En el caso del VRS, varios estudios previos han encontrado una correlacion positiva entre
la infeccién por este virus y los niveles de particulas de hasta 2.5 um de tamaiio (PM2.5),
PM10, SO,, NO; y CO (169, 188, 206, 207). Por ejemplo, los niveles de PM10, SO, y NO>
se asociaron positivamente con las consultas y las hospitalizaciones por bronquiolitis por
VRS (208). Los efectos del PM también parecen estar relacionados con la respuesta
inmune, observandose un aumento de la expresion de ARNm de MIP-1a en las zonas
del epitelio alveolar en contacto con pequefias particulas de carbén negro en modelos
animales de infeccion por VRS (209). Hacen falta, igual que ocurre para otros virus, mas

estudios que analicen la influencia de los contaminantes ambientales en esta infeccion.

6.2. Ambito hospitalario

Al identificar en el estudio previo que el virus predominante es el VRS, los siguientes
articulos se centran en este agente etioldgico. Pasamos de utilizar una base de datos
poblacional a analizar datos de pacientes hospitalizados en tres hospitales. Se
obtuvieron muestras de sangre periférica para analizar la expresion de genes
inflamatorios y antivirales. Luego, se correlacion6 la expresién de esos genes con el

estado del paciente al ingresar y con su evolucién durante la hospitalizacion.

6.2.1. En el momento del ingreso: Riesgo de hipoxemia

Articulo 2: Expresion génica en sangre periférica y riesgo de hipoxemia severa en

pacientes con bronquiolitis por VRS.

En el segundo trabajo estudiamos cdmo la expresion de genes inflamatorios y antivirales
en sangre periférica influye en la situacion del paciente en el momento de la

hospitalizacidn, en concreto en la probabilidad de presentar hipoxemia severa.

Este estudio muestra que un desequilibrio en la expresidn génica inmunitaria de sangre

periférica se asocia con la hipoxemia severa en nifios infectados por VRS. Encontramos
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que los pacientes con hipoxemia severa presentan bajos niveles de expresidn de genes
antivirales (ISG15, IFIT1, RIGI, IFNB, CCL5, y CXCL10) y altos niveles de CXCL8, pero solo
cinco marcadores fueron claves (CXCL8, ISG15, IFIT1, RIGI, y CXCL10) para determinar el

estado de hipoxia.

La infeccién primaria por VRS induce la produccién de interferones tipo | (IFN-o. o IFN-[3)
y tipo Il (IFN-A1-4), esenciales para el control inicial del virus. Estos interferones
estimulan la producciéon de los denominados “genes estimulados por interferén (ISGs)”
como ISG15, IFIT1 y RIGI, cruciales para iniciar la respuesta antiviral y limitar la
replicacion viral (13, 28). Ademds, estos genes activan la produccién temprana de

citoquinas proinflamatorias como IL-6, TNF e IFN-y (210).

Los interferones tienen gran importancia en la patogénesis y la respuesta inmune frente
al VRS. Sin embargo, el VRS es un pobre inductor de la respuesta de interferdn tipo |, ya
gue las proteinas NS1y NS2 suprimen su produccion (211). En particular, la proteina NS1
del VRS se une al receptor MAVS, impidiendo su interaccidn con RIGI, un receptor

necesario para la produccion de interferén (212).

En nuestro estudio, los nifios con infeccién por VRS que mostraron una menor expresién
de ISGs relacionados con la respuesta antiviral (ISG15, IFIT1, RIGI) y del propio IFN8 en
sangre periférica tenian mas probabilidad de presentar hipoxia severa. Esto sugiere una
respuesta antiviral comprometida en estos nifios, aumentando su susceptibilidad a las
infecciones por VRS. En esta linea, se ha encontrado que muestras nasofaringeas de
ninos con infeccidon por VRS que muestran una reduccion de IFN-B se relaciona con un
aumento de la diseminacion viral (213), y que una mayor carga viral se asocia con

bronquiolitis severa (214).

RIGI es un receptor clave de reconocimiento de patrones que activa la respuesta antiviral
contra el VRS (215). La seifalizacién de RIGI activa los factores de transcripcion IRF3, IRF7
y NF-kB, lo que conduce a la produccidn de varias citoquinas y el IFN de tipo | y lIl. En el
caso de ISG15, estudios previos han mostrado que dicha molécula tiene un efecto
antiviral frente al VRS mediante ISGilacién de proteinas (216). ISG15 esta regulado
positivamente tanto en muestras sanguineas como en muestras nasofaringeas de nifios

infectados con VRS (217) y se ha relacionado con la carga viral (216, 217). Por otro lado,
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IFIT1 tiene funciones antivirales de amplio espectro, incluida la inhibicién de la
traduccion del ARN viral (218). Sin embargo, no se han encontrado estudios que
correlacionen sus niveles con la carga viral, la severidad o la hipoxemia de la infeccion

por VRS.

La infeccién por VRS desencadena la produccidn temprana de citoquinas
proinflamatorias y quimioquinas, como CXCL8, TNFa, IL-6, CCL5, y CXCL10, entre otras,
particularmente en la via aérea (219). En nuestro estudio, no encontramos diferencias
significativas en la expresidn génica en sangre periférica de TNFa y IL-6 en relacidn con
la hipoxemia severa. Sin embargo, si observamos diferencias significativas en la

expresion de CXCL8, CCL5 y CXCL10.

En nuestro estudio, encontramos que el aumento de la expresion génica de CXCL8 se
asocia con hipoxemia severa, confirmando hallazgos previos que muestran una relaciéon
entre los niveles plasmaticos y nasofaringeo de CXCL8 y la infeccién severa por VRS (47,
51). CXCLS8, también conocida como IL8, es una quimioquina que atrae principalmente
neutrofilos a las vias respiratorias, contribuyendo a la patogénesis de la bronquiolitis y
causando dafio en la via area (219). Es importante destacar que los neutrofilos son las
células inmunitarias predominantes en las vias respiratorias de los bebés hospitalizados
con bronquiolitis grave (220). Ademas, se ha observado una infiltracién significativa de
neutrofilos en las vias respiratorias a través de andlisis histopatoldgicos de muestras post
mortem de casos fatales de bronquiolitis inducida por VRS (221). Las trampas
extracelulares de neutréfilos (NET), liberadas al espacio extracelular de las vias
respiratorias, pueden causar lesiones pulmonares y obstruccion de las vias respiratorias,
agravando las enfermedades respiratorias (220). En conjunto, estos hallazgos indican
gue CXCL8 contribuye significativamente a la patogenia del VRS al promover el

reclutamiento excesivo de neutrdfilos a los pulmones (219).

Por otro lado, CXCL10, también denominado IP10, es una quimioquina estimulada por
interferdn IFN que promueve una respuesta antiviral y ayuda a eliminar el VRS de las vias
respiratorias (219). En nuestro estudio, los pacientes pediatricos con hipoxemia severa
presentan niveles mas bajos de expresion génica de CXCL10 en sangre periférica.
Estudios previos indican que concentraciones mas altas de CXCL10 en la nasofaringe de

ninos infectados con VRS reducen la probabilidad de hospitalizacion, necesidad de
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oxigeno suplementario, ingreso en unidades de cuidados intensivos y hospitalizacién

prolongada (222).
El papel de la expresion génica de CCL5 se discutira en detalle en el tercer articulo.

Hasta donde sabemos, este es el primer estudio que correlaciona la expresidn génica en
sangre periférica con la hipoxemia severa en pacientes pediatricos con infeccion por VRS.
Nuestros hallazgos preliminares proporcionan informacion valiosa sobre la patologia de
la infeccién por VRS y podrian ayudar a desarrollar terapias adicionales para una

respuesta antiviral mas efectiva.

6.2.2. Durante el ingreso: Riesgo de evolucidon desfavorable

Articulo 3 (152) Expresion génica en sangre periférica y riesgo de progresion

desfavorable en pacientes con bronquiolitis por VRS.

El tercero de nuestros trabajos se centra en la evolucidn de los pacientes durante el

ingreso hospitalario.

La respuesta inmunitaria del huésped contra el VRS es crucial para controlar y eliminar
la infeccion. Nuestro estudio mostré que la baja expresion génica de CCL5 y TNF-o en las
células mononucleares de sangre periférica se asocié con una evolucidn desfavorable de

la bronquiolitis por VRS en lactantes.

CCL5 juega un papel crucial en la respuesta inmune, atrayendo monocitos, células T,
neutrofilos y eosindfilos. También promueve la supervivencia de los macréfagos,
esenciales para controlar la infeccién (223). Ademas, tiene un efecto antiviral directo al
inhibir la interaccion entre las células epiteliales y la proteina de fusién del VRS (224).
Esta quimioquina esta elevada en pacientes con infeccidon por VRS en comparacion con
individuos sanos (225-227), lo que resalta su papel en la respuesta inmune contra esta

infeccion.

CCL5 se produce en una fase temprana de la infeccién por VRS, alcanzando su pico inicial
el primer dia. Luego desciende el segundo dia y vuelve a aumentar entre los dias 6 y 8,
alcanzando un maximo entre los dias 10 y 12 (228). El primer pico parece deberse a la
expresion por las células epiteliales del tracto respiratorio inferior infectadas por VRS

(229-231), mientras que el segundo pico parece ser el resultado de la respuesta
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proinflamatoria, en la cual la secrecién de CCL5 se produce por los linfocitos T CD4 y CD8

(232).

En linea con nuestros resultados, otros estudios han encontrado una relacion inversa
entre los niveles de CCL5 en plasma (233), aspirado traqueal y fluidos nasales (44, 234)
con la severidad de la infeccion por VRS. Estos hallazgos sugieren que la reduccién de los
niveles de CCL5 podria afectar significativamente la capacidad del sistema inmune para

reclutar y activar las células inflamatorias necesarias para controlar la infeccion (235).

Ademas, CCL5 parece estar implicado en las secuelas posteriores a la infeccidn,
especialmente en la hiperreactividad de las vias respiratorias. El bloqueo de la via de
CCL5 reduce la hiperreactividad bronquial, posiblemente debido a que su secrecién estd
regulada por IL-13, una citoquina relacionada con la hiperreactividad bronquial inducida
por VRS (228). En linea con esto, se han encontrado niveles mas altos de CCL5 en

pacientes con sibilancias recurrentes (227).

El TNF-a es una citoquina proinflamatoria clave en la respuesta inmune e inflamatoria,
induciendo la expresion de otras citoquinas como IL-6 y quimioquinas como CCL5 (28).
En modelos animales, se ha demostrado que la infeccién por VRS aumenta la secrecién
pulmonar de IL-6 y TNF-a (236, 237). Bloquear TNF-a con anticuerpos especificos en
ratones empeora la infeccion por VRS, causando mayor pérdida de peso y retraso en la
recuperacion (238). Esta elevacion de IL-6 y TNF-a también se ha detectado en muestras

nasofaringeas de nifios infectados por VRS (239).

TNF-a actua como factor protector contra la infeccién por VRS. Pacientes con un curso
clinico estable tienen niveles altos de TNF-a y de IL-6 (238), mientras que aquellos con
mayor gravedad muestran una disminucion en la produccion de TNF-a (52), lo cual
concuerda con nuestros resultados. La produccion de TNF-a e IL-6 es significativamente
menor en pacientes ingresados en unidades de cuidados intensivos en comparacion con
pacientes ingresados en plantas de hospitalizacion y con controles sanos, ademas estos

pacientes presentan estancias hospitalarias mas largas (52).

Los niveles de TNF-a también estdn relacionados con complicaciones posteriores a la
infeccidn. Una predisposicion genética a la sobreexpresion de TNF-a puede provocar una

inflamacién pronunciada de las vias respiratorias, resultando una infeccién por VRS mas
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severay en la aparicion de asma (240). Esto parece deberse a que TNF-a tiene un papel
importante en la inflamacidn eosinofilica en paciente con bronquiolitis por VRS, ya que
sus niveles se correlacionan positivamente con los de GM-CSF, IFN-y y eotaxina,

moléculas implicadas en la activacidn de la respuesta eosinofilica (241).

Por tanto, nuestros datos sugieren que la expresiéon de los genes CCL5 y TNFa,
cuantificada mediante qPCR, puede ser un potencial biomarcador predictivo en la

practica clinica.

6.3. Sinopsis

Esta tesis presenta los hallazgos de tres estudios sobre diferentes aspectos de las
infecciones por el VRS y sus efectos en la salud infantil (Figura 9). Los estudios

investigaron:

1.- La influencia de los factores ambientales en los ingresos hospitalarios por IRAB viral

en nifios pequenos.

2.- Los perfiles de expresion génica asociados con hipoxemia grave al ingreso vy la

progresion de bronquiolitis por VRS durante la estancia hospitalaria.

Al combinar esta informacidn, buscamos proporcionar una comprension integral de los

factores que contribuyen a la gravedad y la progresion de las infecciones por VRS.
Factores ambientales

Determinados factores ambientales influyen significativamente en la incidencia y
gravedad de las IRAB virales en nifios pequefios. Nuestros hallazgos muestran que las
condiciones climaticas, como temperaturas mas bajas y mayor humedad relativa, se
asocian con un aumento de los ingresos hospitalarios por IRAB virales. Estas
condiciones probablemente mejoran la estabilidad y transmision del virus,

contribuyendo a tasas de infeccion mas altas durante los meses frios y humedos.

Ademas, la exposicion a contaminantes atmosféricos como NO;, SO,, Oz y PM10 se ha
relacionado con un aumento de los ingresos hospitalarios por IRAB virales. Estos

contaminantes pueden exacerbar las enfermedades respiratorias preexistentes y
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afectar la funcién inmunitaria, haciendo que los nifios sean mas susceptibles a

infecciones graves.
Respuesta inmunitaria y expresion génica

La respuesta inmunitaria del huésped juega un papel crucial en el control de Ia
infeccion por VRS. Nuestros estudios identificaron diferencias significativas en la
expresion de genes inflamatorios y antivirales en la sangre periférica de nifios

infectados por VRS.

Especificamente, en nifios con hipoxemia grave (Sp0O2 £90%), se observaron niveles
elevados de expresion de CXCL8 (/L8) y una menor expresion de ISG15, IFIT1, RIGI,
IFNB, CCL5 y CXCL10. Este desequilibrio, que favorece la inflamacidn sobre la defensa
antiviral, resalta el papel fundamental de una respuesta antiviral eficaz para reducir la
gravedad de las infecciones por VRS. La sobreexpresiéon de CXCL8, una quimioquina
clave en el reclutamiento de neutrdfilos a los sitios de infeccion, puede aumentar la
inflamacién y contribuir a la hipoxemia al obstruir las vias respiratorias y dificultar el

intercambio gaseoso.

Ademas, los niveles bajos de expresion de TNFa y de CCL5 se asociaron con una
progresion desfavorable de la bronquiolitis por VRS. Esto sugiere que una respuesta
inmunitaria inadecuada, con expresion reducida de estos genes, no ayuda al control
eficaz de la replicacidn del VRS, lo que conduce a una mayor gravedad de la
enfermedad.

PREVIO AL INGRESO INGRESO VRS ‘—\
Mayor humedad y menor ’ o

temperatura

Mayor riesgo de '
ingreso por IRAVB

Niveles mas altos de
NO2, 802, 03 y PM10

Figura 9 Representacion esquematica de los resultados obtenidos.
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Implicaciones clinicas

Por un lado, las condiciones ambientales pueden servir para prever un incremento en
la tasa de ingresos hospitalarios en niflos con IRAB viral. Ademas, también puede
sugerir que un control a la exposicion ambiental, especialmente en areas urbanas con
alta contaminacion, podria reducir el riesgo de infecciones respiratorias graves en nifos

pequenos.

Por otro lado, la identificacidn de biomarcadores en sangre periférica, puede detectar
tempranamente a pacientes con alto riesgo de hipoxemia y bronquiolitis grave por VRS.
Implementar analisis de sangre de rutina para medir estos biomarcadores ayudaria a
los médicos a predecir la progresion de la enfermedad y adaptar las estrategias de

tratamiento.

6.4. Limitaciones de la investigacion
En general, los estudios incluidos en esta memoria presentan varias limitaciones:
En el primer articulo:

- Utilizar el CMBD como base de datos puede inducir sesgos debido a su disefio
retrospectivo vy la falta de informacion clinica relevante para interpretar las IRAB
virales.

- La precisiéon del CMBD en el diagndstico de IRAB viral es desconocida, lo que
puede generar sesgos de confusién. También, el anonimato del CMBD dificulta
identificar si algunos nifios han sido hospitalizados varias veces.

- No contamos con datos sobre los contaminantes del aire interior, que también

pueden influir en la susceptibilidad a las IRAB virales.
En el segundo y tercer:

- El tamafo de la muestral es bajo, lo que podria afectar a la validez del estudio y
al poder estadistico del analisis.
- El disefio observacional puede haber introducido sesgos. No se disponia de una

cohorte adicional para validar los resultados.
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El disefio transversal del segundo articulo puede haber introducido sesgos, como
el sesgo de causalidad, ya que no aclara si la expresion génica es una causa o un
efecto de la falta de oxigeno.

Evaluamos un nimero limitado de biomarcadores.

Alrededor del 70% de los pacientes eran de origen caucasico, por lo que la
aplicabilidad de nuestros datos a otras poblaciones puede ser limitada.

No se evalué el impacto de los tratamientos contra el VRS. Sin embargo, solo
cuatro niflos, un numero muy bajo, recibieron palivizumab, y ninguno recibié
nirsevimab, por lo que no se espera que este tratamiento afecte
significativamente los resultados del estudio.

No teniamos muestras de mucosa respiratoria para evaluar la expresion génica

de estos genes de respuesta innata.
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Conclusiones

El presente trabajo ofrece una vision amplia de como los factores climaticos y los
contaminantes atmosféricos influyen en las admisiones hospitalarias por IRAB viral en
nifios pequefios. También explora la relacidn entre la expresion génica en sangre
periférica y la hipoxemia, asi como la progresion de la bronquiolitis en nifios con VRS,
identificando posibles biomarcadores predictivos de la enfermedad. A continuacion, se

presenta las principales conclusiones:
Previo al ingreso: Riesgo de ingreso hospitalario por IRAB viral:
Articulo 1:

1 Una menor temperatura una semana antes del evento (ingreso hospitalario) y
una mayor humedad relativa una y dos semanas antes del evento se asocian con
un mayor riesgo de ingreso hospitalario por IRAB viral en pacientes menores de
dos afos.

2 Altos niveles de contaminantes atmosféricos como SO;, O3 y PM10 en el dia de
la admisidén, y NO, dos semanas antes, se asocian con un mayor riesgo de
hospitalizacion por IRAB viral. En particular, el O3 es el factor ambiental mas
critico, mostrando una fuerte asociaciéon con las admisiones hospitalarias en

todos los periodos evaluados.
En el momento del ingreso hospitalario: riesgo de hipoxemia severa
Articulo 2:

3 Los nifios con hipoxemia severa mostraron una alta expresion de CXCL8 y una
baja expresion de genes antivirales como ISG15, IFIT1, RIGI, IFN8, CCL5 y CXCL10.
Este desequilibrio sugiere una respuesta inmune comprometida que podria

aumentar la susceptibilidad a infecciones graves por VRS.

4 Las expresiones génicas de CXCL8, ISG15, IFIT1, RIGI y CXCL10 tenian valores de

importancia variable en proyeccién (VIP) 21, siendo las mas relevantes.
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Durante el ingreso hospitalario: riesgo de progresion desfavorable
Articulo 3:

5 Una baja expresion génica de CCL5 y TNFa en las células mononucleares de
sangre periférica se asocia con una progresion desfavorable de la bronquiolitis

por VRS.

6 CCL5 y TNFa podrian servir como biomarcadores potenciales para predecir la
progresion de la bronquiolitis por VRS en el entorno clinico, proporcionando

ademas informacidn valiosa sobre la inmunopatologia de la infeccidn por VRS.
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Anexos

9.1.

Anexo 1. Hoja de recogida de datos

N° muestra: I:I
HOJA DE RECOGIDA DE DATOS - INFECCION RESPIRATORIA POR VRS

Fecha de ingreso: N° Historia: Poblacion:

Fecha de alta: Edad: aflos meses O Varén O Mujer

Etia: [ caucésica Onegra O gitana T hispano “magrebi Tlasiatica  C otros:

Talla y percentil: Peso y percentil:

Edad gestacional: Lactancia materna (meses): Singdis: S N Afio: Dosis:

Calendario vacunal completo: S

Episodios previos dificultad respiratoria:

Ambiente tabaquico: S N

N
SN

Guarderia y/o hermanos en guarderia: S N

Otras vacunas:
Ingresos previos por dificultad respiratoria: S N

Atopia: S N

Alergia: S N Antecedentes familiares de alergia/asma/atopia: S N
CLINICA
J Comienzo sintomas respiratorios dias previos —l Score Downes modificado por F Martinén! ‘7
— . R - - 2
T Comienzo de la fiebre dias previos VARIABLE v B '
- Rinorrea S N = Tos S N | vumulto vesicular normal desigual mayor disminuida
O Cianosis S N T Fatiga/disnea S N Desigualdad
_ Faringoamigdalitis S N T OMA S N Sibilancias no leves moderadas intensas
JGEA S N 1 Vomitos S N Tirgje na leve moderado intenso
Z Otros: Neurologia normal agitado deprimido coma
Saturacion 02 >95% =00% <95% =80 can <90% con
aire ambi aire amb Fi02= 0,21 Fi02=0,21
Leve <4 Media 4-7 Grave 8
MOTIVO DE INGRESO:
Grupos de riesgo
T Cardiopatia [ Enfermedad neuromuscular T Fibrosis quistica O Inmunodeprimido
CPrematuridad <34s [ Displasia broncopulmonar < 6 semanas [IDificultad sociofamiliar
JOtros:

Criterios clinicos:
CTAfectacion del estado general

_ Intolerancia alimentaria

FR>60 rpm JSat 02 <91% _Apnea
COtros:
VARIABLES AL INGRESO Rx TORAX AL INGRESQ (Si precisa)
Constantes: Hallazgos:
FR_ FC Sat02 _ (basal/Ox)
Gasometria: (basal/Ox) Hemograma: N
pH: Leuco: TRATAMIENTO
pcoz L: Broncodilatador No Sild
pO2: N: Beta2 agonistas No SiJd
HCO3 M: Bromuro de ipratropio  No st
EB: E: Adrenalina Nol Sil
B: Corticoides sistémicos  No [ Si
Reactantes: C. Inhalados Nol Sid
JPCR (valor) Antibioterapia No O SiC
[l Procalcitonina (valor) dias
0 Otros (especificar + valor) dias
dias
A Otros:
EVOLUCION
Dias estancia hospitalaria: Dias con O2: FiO2 max ___ dia de ingreso
Dias UCT:
Ventilacién no invasiva: dias  Sistema (O2 alto flujo.CPAP. BIPAP. ..) Max. asistencia
Ventilacién mecénica invasiva _ dias(del __ al __ dia de ingreso) Maxima asistencia:
CO-INFECCIONES:
Z Co-deteccion Virologica: NolO SiC Co-deteccion bacteriologica: NoO Sid
Especificar: Especificar:
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