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ABREVIATURAS

AIM2: absent in melanoma 2, ausente en melanoma 2

ATP: adenosine triphosphate adenosin trifosfato

BAL: Bronchoalveolar lavage, lavado broncoalveolar

COPD: Chronic Obstructive Pulmonary Disease

CXCL: Chemokine Ligand, ligando de quimioquinas

DAMP: damage-associated molecular patterns, patrones moleculares asociados a afio
DNA: Deoxyribonucleic Acid, acido dexosirribonucelico

EPOC: Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica

FEV1%%: Forced expiratory volume in 1 s as a percentage of predicted, Volumen espirado
forzado en el primer segundo en porcentaje del tedrico

GOLD: Global Initiative for Obstructive Lung Disease

IF: Immunofluorescence, inmunoflorescencia

IFN y: Interferon Gamma

IL: Interleucina

LPS: lipopolysaccharides, lipopolisacaridos

LRRs: leucine rich repeats, repeticiones ricas en leucina
LTB4: leucotrieno B4

MDP: muramyl dipeptide, muramil dipéptido

NF-kB: nuclear factor kappa- B, factor nuclear kappa- B
NK: células natural killer

NLR: Nod like receptors, receptors tipo Nod

OTU: operational taxonomic unit; unidad taxondmica funcional

PAMP: pathogen-associated molecular patterns, patrones moleculares asociados a
patégenos

PBMCs: peripheral mononuclear cells, células mononucleares periféricas

PRR: pattern recognition receptors, receptor de reconocimiento de patrones



gPCR: quantitative Polymerase Chain Reaction, reaccidén en cadena de polimerasa
cuantitativa PCR: C reactive protein, proteina C reactiva

RNA: Ribonucleic Acid, acido ribonucleico

ROS: Reactive oxygen species, especies reactivas de oxigeno

TGF-B: B-Transforming growth factor, factor de crecimiento transformante- 8
TLR: Toll like receptors, receptores de tipo Toll

TNF: tumoral necrosis factor, factor de necrosis tumoral
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Resumen

La EPOC se caracteriza por una respuesta inflamatoria exagerada frente a la inhalacion de
humo del tabaco, mas evidente durante las fases de agudizacion de la enfermedad. El
inflamasoma, un complejo multiproteico participante en la inmunidad innata, es estimulado
a través de receptores toll-like y NOD-like y conlleva a la activacion de la caspasa-1 vy el
procesamiento de la prollL1 y la prolL18 en sus formas maduras activas (IL1b e IL18). Debido
al papel central de la IL-1b en la inflamacion, la activacion del inflamasoma esta muy regulada,
siendo necesarias dos sefiales (12 cebado y 22 activacion) para poder desencadenar su
respuesta. La actividad bioldgica de IL1 b es regulada por el antagonista enddgeno de su
receptor (IL1RA). El posible papel del inflamasoma y sus citocinas asociadas en la EPOC no esta
claro.

La hipdtesis de este trabajo fue que la actividad del inflamasoma esta aumentada en pacientes
con EPOC, especialmente durante las agudizaciones.

Para demostrar esta hipdtesis de trabajo, investigamos el estado del inflamasoma NLRP3, y
sus citocinas asociadas en: 1) muestras de tejido pulmonar de 38 pacientes con enfermedad
estable EPOC, 15 fumadores con espirometria normal y 14 nunca fumadores; y 2) muestras
de esputo y plasma de 56 pacientes con agudizacidon de EPOC, de los cuales 41 pudieron ser
reevaluados en la recuperacion clinica.

Los principales resultados indican que: 1) en muestras de tejido pulmonar de pacientes con
EPOC estable, el ARNm de NLRP3 e interleucina (IL)-1B estaban elevados. Pero tanto la
caspasa-1 como la ASC estaban en su mayoria en forma inactiva, y 2) durante las agudizaciones
de origen infeccioso, caspasa-1, ASC oligomérico y sus citocinas asociadas (IL-1B, IL-18)
estaban significativamente aumentadas en esputo en comparacion con la recuperacion clinica
posterior.

De estos resultados, concluimos que el inflamasoma NLRP3 esta cebado, pero no se activa, en
los pulmones de pacientes con EPOC clinicamente estable. Pero, la activacién del inflamasoma
se alcanza durante las agudizaciones infecciosas, a través de una segunda sefial infecciosa. Por
todo ello, los resultados de este estudio sugieren que el inflamasoma participa en el estallido

inflamatorio que ocurre durante las agudizaciones infecciosas.






Abstract

1.1 ABSTRACT

COPD is characterized by an exaggerated inflammatory response to tobacco smoke inhalation,
more evident during the exacerbation phases of the disease. The inflammasome, a
multiprotein complex that participates in innate immunity, is stimulated through toll-like and
NOD-like receptors and leads to the activation of caspase-1 and the processing of prolL1 and
prolL18 in their active mature forms (IL1R and IL18). Due to the central role of IL-1R in
inflammation, the activation of the inflammasome is highly regulated, requiring two signals
(first priming and second activation) to be able to trigger its response. The biological activity
of IL1 B is regulated by the endogenous antagonist of its receptor (ILLRA). The possible role of

the inflammasome and its associated cytokines in COPD is unclear.

The hypothesis of this work was that the activity of the inflammasome is increased in patients

with COPD, especially during exacerbations.

To demonstrate this working hypothesis, we investigated the status of the NLRP3
inflammasome and its associated cytokines in 1) lung tissue samples from 38 patients with
stable COPD disease, 15 smokers with normal spirometry and 14 never smokers; and 2)
sputum and plasma samples from 56 patients with exacerbation of COPD, of which 41 could

be reassessed in clinical recovery.

The main results indicate that: 1) in lung tissue samples from patients with stable COPD, the
MRNA of NLRP3 and IL-1B were elevated. But both caspase-1 and ASC were mostly inactive,
and 2) during exacerbations of infectious origin, caspase-1, oligomeric ASC and their
associated cytokines (IL-1B, 1L-18) were significantly increased in sputum compared with

subsequent clinical recovery.

From these results, we conclude that the NLRP3 inflammasome is primed, but not activated,
in the lungs of clinically stable COPD patients. But the activation of the inflammasome is
achieved during infectious exacerbations, through a second infectious signal. Therefore, the
results of this study suggest that the inflammasome participates in the inflammatory outbreak

that occurs during infectious exacerbations.






Laburpena

1.2 LABURPENA

Birikako gaixotasun butxatzaile kronikoa (BGBK) tabako kearen aurrean sortutako gehiegizko
hauntura erreakio batek ezaugarritzen du, hau nabarmenagoa izanik gaixotasunaren
larriagotze-faseetan. Inflamasoma, berezko immunitatean parte hartzen duen proteina-
anitzeko konplexua, toll-like eta nod-like hargailuen bidez estimulatzen da, eta 1-kaspasa
aktibatzea eta IL1 eta prolL18 forma-heldu aktiboak (IL-1b eta IL18) prozesatzea dakar.
Hanturan IL-1b-ak duen paper nagusia dela eta, inflamasomaren aktibazioa oso erregulatuta
dago, eta bi seinale behar dira (1go gizentzea eta 2. aktibazioa) erantzuna eragiteko. IL1 b-ren
jarduera biologikoa bere antagonista endogenoaren hartzaileak (IL1IRA) erregulatzen du. Ez
dago argi zer eragin izan dezaketen inflamasomak eta honi lotutako zitokinek BGBKan.

Lan horren hipotesia, inflamasomaren jarduera BGBK duten pazienteetan handituta dagoela
izan zen, bereziki larriagotzeetan.

Lan-hipotesi hau frogatzeko, NLRP3 inflamasomaren egoera eta honekin lotutako zitokinak
aztertuko ditugu honakotan: 1) biriketako parenkima laginak, BGBK gaixotasun egonkorra
duten 38 pazienterenak, espirometria normala duten 15 erretzailerenak eta inoiz erre ez
dutenl4 pertsonenak; eta 2) BGBK larriagotze bat duten 56 pazienteren karkaxa eta
plasmaren laginak; horietatik 41 berriro ebaluatu ahal izan ziren berreskuratze klinikoaren
ondoren.

Emaitza nagusiek adierazten dute: 1) BGBK egonkorra duten pazienteen birika parenkima
laginetan, NLRP3 ARNm-a eta (IL)-1B interleuzina altuak zeudela, baina bai 1-kaspasa eta bai
ASC modu inaktiboan zeuden gehienetan., 2) Jatorri infekziosoetako larriagotzeetan, kaspasa-
1, ASC oligomerikoa eta horiekin lotutako zitokinak (il-1B, IL-18) nabarmen handitu ziren
karkaxan, ondorengo berreskuratze klinikoarekin alderatuta.

Emaitza horietatik ondorioztatzen dugu NLRP3 inflamasoma gizenduta dagoela, baina ez dela
aktibatzen klinikoki egonkor dauden BGBKdun pazienteen biriketan. Baina inflamasoma
infekzio-larriagotzeetan aktibatzen da, bigarren infekzio-seinale baten bidez. Horregatik
guztiagatik, azterketa honen emaitzen arabera, inflamasomak infekzio-larriagotzeetan

gertatzen den hantura-leherketan parte hartzen duela iradokitzen da.






2 INTRODUCCION
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2.1 EPOC

2.1.1 QuéeslaEPOC
La Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC) se caracteriza por la presencia de

sintomas persistentes y limitacion al flujo aéreo y/o alteraciones alveolares (por ejemplo, la
presencia de enfisema). La limitacién al flujo aéreo parece relacionarse, al menos en parte,
con los cambios estructurales derivados de la respuesta inflamatoria andmala de los pulmones
frente a particulas dafiinas o vapores(1). En paises desarrollados el humo de tabaco es el
principal factor de riesgo para desarrollar EPOC(2), mientras que en los paises en desarrollo lo
es la exposicion a polucién ambiental como la derivada de la combustién de biomasa
empleada para la cocina y la calefaccion(3). Sin embargo, cabe destacar que no todos los
individuos expuestos desarrollan la enfermedad, lo que sugiere que el trasfondo genético (y/o
epigenético) de cada persona es clave en el desarrollo de la enfermedad. Otros factores de
riesgo reconocidos son la inhalacion de polvos organicos (de origen ocupacional) y quimicos
(como los vapores, irritantes y gases)(4). Estudios recientes han demostrado que la mitad de
los pacientes con EPOC diagnosticada a los 60 afos no tenian una funcidon pulmonar normal
en la edad adulta temprana. Asi, en un porcentaje de pacientes con EPOC, ya en etapas
tempranas de la vida, hay factores de riesgo que condicionan un posterior desarrollo de la
EPOC. Estos factores pueden ser de origen genético, epigenético y/o ambiental por factores
como el tabaquismo pasivo, prematuridad, infecciones frecuentes del tracto respiratorio

inferior y/o dietas pobres durante la infancia(5).

2.1.2 Prevalencia
La Organizacidon Mundial de la salud (OMS) estima que 65 millones de personas padecen EPOC

moderada o severa y que mas de 3 millones fallecen a causa de ella anualmente, lo que
corresponde al 5% de muertes a nivel global. En 2002 la EPOC era la quinta causa de muerte
a nivel mundial(6). Se prevé que el total de muertes por EPOC se incremente en mads de un
30% en los préximos 10 afios en relacidon con el envejecimiento de la poblacion(7,8), por lo
gue se estima que la EPOC se convertird la tercera causa de muerte de forma global para 2030
(1). En Espaiia el ultimo estudio poblacional de prevalencia llevado a cabo en 2018, el EPISCAN
I, arrojo una prevalencia global del 11,8% en la poblacion entre 40 y 80 afios(9).
Aproximadamente el 50% de los individuos con EPOC no estan diagnosticados y por ello su

prevalencia estd manifiestamente infra estimada(10). En concreto en Espafia dicho estudio
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mostré una tasa de infra diagndstico del 74,7%. Histéricamente la EPOC ha sido mas frecuente
en hombres(11,12) pero debido al aumento del consumo de tabaco entre mujeres en paises
desarrollados y el mayor riesgo de exposiciéon a la combustiéon de biomasa en paises en
desarrollo, la enfermedad ahora afecta a ambos sexo casi de la misma manera(13). En Espafia
la prevalencia de EPOC en hombres es del 14,6% y en mujeres del 9,4%; en estas ha
aumentado desde un 3,9% en las ultimas dos décadas (Figura 1). Del mismo modo, el infra
diagndstico se distribuye de forma dispar, siendo del 70,4% en hombres y del 80,6% en
mujeres(14). Una revisidon llevada a cabo durante la realizacién de esta tesis, en la que
particip6 la doctoranda, mostré diferencias demograficas y clinicas existentes entre mujeres

y hombres con EPOC(15) (ANEXO 1).

IBERPOC: 1997 EPISCAN: 2008 EPISCAN lI: 2018
20 20 20
[

3: 10 . 10 10
! : : 7\ .
:, L : T : | ]

+ Global 5,1% + Global 10,2% + Global 11,8 %

+ Varon 14,3% + Varon 15,1% « Varon 14,6 %

+ Mujer 3,9% + Mujer5,7% + Mujer 9,4 %

Figura 1 Cambios en la prevalencia en Esparfia (global, en hombre y mujeres) desde 1998 hasta 2018.

Adaptado de(9,11,12)

2.1.3 Microbioma en la EPOC
Se define como ‘microbioma’ al conjunto de microorganismos que ocupan un habitat bien

caracterizado, con distintas propiedades fisicoquimicas(16). El microbioma, conforma un
micro ecosistema dindmico e interactivo y estd integrado en macro ecosistemas (es decir, los
huéspedes eucariotas)(17).

El pulmdn sano se consideraba estéril, pero el analisis de la composicién bacteriana
independiente de cultivo, basado en el analisis del gen que codifica el ARN ribosémico (16S
rRNA) demostrd que no es asi, y que hay un microbioma pulmonar que difiere en funcién de
la salud y la enfermedad(16,18). En los ultimos afios se ha reportado que la determinacion del

microbioma mediante secuenciacion del gen 16S rRNA, genera una clasificacion taxondmica
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utilizando el término de «unidad taxondmica funcional» (OTU) y considerando como tal cada
unidad taxondmica similar a la de referencia(19). Asi, una OTU se estimara como equivalente
a género si su coincidencia con la referencia alcanza un 94%, o a especie, cuando llega al 97%.
La composicién del microbioma a nivel molecular se expresa habitualmente como abundancia
relativa, entendiendo como tal la proporcién de copias del gen 16S rRNA que corresponden a
cada OTU identificada. La limitacion mas importante del uso del analisis del gen 16S rRNA es
la imposibilidad de saber si los fragmentos de acido desoxirribonucleico (ADN) que se estan
detectando corresponden a bacterias vivas o muertas, y el no poder obtener informacién de
virus y hongos por esta via; ademas del hecho que no se tiene una cuantificacién absoluta del
microbioma(20).

Tradicionalmente, se ha establecido la presencia de una colonizacién bronquial por
microorganismos potencialmente patogenos a través del uso de metodologias de cultivo
bacteriano(19,21,22). La aparicion de las agudizaciones se ha relacionado principalmente con
la incorporacién de nuevas cepas a esta flora, pero la direccién de la causalidad entre esta
colonizacion y la inflamacidon de las vias respiratorias, la limitacion del flujo de aire y la
destrucciéon del parénquima bronquial y pulmonar sigue sin resolverse(23). Existe evidencia
de unarelacién entre la aparicién de sintomas de agudizacidn y la adquisicién de nuevas cepas
bacterianas(22), pero este cambio en la flora bacteriana solo justifica parcialmente la
aparicién de las agudizaciones.

Los estudios que han examinado el microbioma broncopulmonar por técnicas moleculares en
pacientes con EPOC estable han observado diferencias claras respecto a la flora propia del
sujeto sano(18,24) (Figura 2). Proteobacterias, bacteroides, acinetobacterias y firmicutes son
mas comunes en EPOC, con Pseudomonas, Streptococcus, Prevotella y Haemophilus como
géneros frecuentes en estos pacientes. Esta predominancia se ha obtenido tanto en muestras
de mucosa bronquial como en lavado broncoalveolar (BAL) o cepillo protegido, muestras que
se han mostrado como equivalentes(25,26). Se han obtenido resultados similares en muestras
de esputo, aunque esta muestra aborda una region diferente del aparato respiratorio y aloja

una comunidad microbiana diferenciada(26).
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Figura 2 Grupos bacterianos que distinguen el microbioma en sujetos sanos y en pacientes con EPOC.

2.1.4 Agudizaciones
2.1.4.1 Definicién Clinica

Durante el curso evolutivo de la enfermedad, muchos pacientes con EPOC presentan
episodios de agudizacion caracterizados por un aumento de sus sintomas asociados a un brote
inflamatorio pulmonar y sistémico. La definicion de agudizacién de EPOC no estd bien
establecida y no existen criterios universalmente aceptados(27), aunque generalmente suele
describirse como un “episodio agudo de inestabilidad clinica que acontece en el curso natural
de la enfermedad y se caracteriza por un empeoramiento mantenido de los sintomas
respiratorios que va mds alla de sus variaciones diarias”(28). Los principales sintomas referidos
son empeoramiento de la disnea, tos, incremento del volumen y/o cambios en el color del
esputo(28).

Existen evidencias que muestran que los pacientes con antecedentes de agudizaciones tienen
mayor riesgo de sufrir futuras agudizaciones. En estos pacientes la prevencién de éstas es un
objetivo fundamental del tratamiento(29,30). Las causas de estas descompensaciones pueden

ser diversas. A continuacion, se detallan la clasificacion de éstas.
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2.1.4.2 Cdémo se clasifican las agudizaciones

Las agudizaciones se pueden clasificar segiin el uso de recursos que conlleven en leves,
moderadas y graves. Las agudizaciones leves conllevan un aumento del uso de los
broncodilatadores inhalados en dosis y/o frecuencia y suelen manejarse en el domicilio del
paciente(31). Las agudizaciones moderadas requieren el tratamiento con antibidticos y/o
corticoesteroides y las agudizaciones graves precisan una visita al Servicio de Urgencias u
hospitalizacién(31). Precisamente las agudizaciones graves pueden ser, por si mismas, un
factor de riesgo independiente de mortalidad(32-35).

Las agudizaciones también se pueden clasificar segun su etiologia como se detalla a

continuacion(36) (Figura 3).

g e o
- gz ﬁ Bacteria-
/ predominant
P “eosinophil-
P "\.nl-
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“pauci-
inflammatory’

Figura 3 Representacion proporcional de los grupos de agudizaciones de la EPOC en elipsoides tridimensionales.
Se muestra una representacion proporcional de los grupos de agudizaciones de la EPOC en elipsoides tridimensionales. El
grupo 1 se denomina "con predominio de bacterias" y se indica en azul, el grupo 2 se denomina "predominio de eosincdfilos"

y se indica en verde, el grupo 3 se denomina "predominio de virus"y se indica en rojo, y el grupo 4 se denomina
"Pauciinflamatorio" y esta perfilado en gris (36).

2.1.4.3 Etiologia

2.1.4.3.1 Agudizaciones infecciosas
La infeccidn, definida como el aislamiento de microorganismos potencialmente patdgenos,

supone la causa mas frecuente de las agudizaciones (entre el 50-70% de las agudizaciones
podrian ser atribuidas a infecciones respiratorias)(31). Aun asi, se cree que esta tasa es mayor,
ya que el hecho de que en muchas de las mismas no se pueda determinar su etiologia puede
deberse a la existencia de infecciones bronquiales no detectadas con las técnicas diagndsticas

habituales (cultivo celular)(37). Las técnicas de biologia molecular aplicadas a la microbiologia
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que se han descrito anteriormente, son mucho mas sensibles y capaces de detectar la
presencia de patdgenos bacterianos no mediante cultivo celular, pero no se utilizan de forma
rutinaria en el diagndstico de las agudizaciones de EPOC(23).

En cuanto a los patégenos bacterianos, en muestras de cultivo celular, se ha observado que
estdn presentes en el 25-80% de las agudizaciones; pueden tener un papel primario en el
desarrollo de éstas o ser una sobreinfeccion de un proceso viral inicial. El Haemophilus
influenzae es la bacteria aislada con mayor frecuencia en todas las series (2/3 de las
agudizaciones en general), seguido del Streptococcus pneumoniae, Moraxella catarrhalis y
Pseudomonas aeruginosa(37,38). Se ha demostrado que un 30% de las muestras en las que se
aisla H. influenza pertenecian a pacientes fumadores activos, lo que implica que los
fumadores, posiblemente por presentar una menor movilidad de los cilios, pueden presentar
infecciones respiratorias con mayor frecuencia(39). Estos mismos gérmenes se han obtenido
en cultivo de esputo y en diversas muestras de mas fiabilidad (catéteres telescopados) en
pacientes EPOC en fase estable. Durante las agudizaciones hay géneros que aumentan su
abundancia relativa mientras que otros no cambian significativamente(23). Ademas, las
agudizaciones no solo parecen estar relacionadas con una sobrerrepresentacién de géneros
aislados, sino también asociadas con cambios colaterales en la composicion del microbioma
en su conjunto, que a su vez parecen estar asociados con aumentos en los marcadores
relacionados con la inflamacidon en el BAL. Por otro lado, otros estudios cuestionan estos
resultados pues indican que las cepas de H. influenzae aisladas de pacientes durante las
agudizaciones de EPOC a menudo inducen mas inflamacion de las vias respiratorias y
probablemente tienen diferencias en la virulencia en comparacion con las cepas
colonizadoras(38). Estos hallazgos apoyan el concepto de que las bacterias que infectan las
vias respiratorias durante las agudizaciones de la EPOC median el aumento de la inflamacion
de las vias respiratorias y contribuyen a la disminucién de la funcién de las vias
respiratorias(23). Se ha observado que el grado de deterioro funcional de los pacientes con
EPOC puede indicar la presencia de diferentes microorganismos, siendo menos diverso, mas
rico en proteobacterias y en microorganismos potencialmente patégenos en las muestras de
esputo, en el curso de una agudizacion. En los casos de EPOC leve-moderada Volumen
espirado forzado en el primer segundo en porcentaje del teérico (FEV1%) >50%) el cultivo de
esputo es poco efectivo y en muchos casos no se aislan microorganismos potencialmente

patoégenos, mientras que los pacientes que presentan un deterioro funcional FEV1%<50%)
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presentan un riesgo seis veces superior de sufrir una agudizaciéon causada por Haemophilus
influenzae o Pseudomonas aeruginosa, siendo el rendimiento del cultivo mucho mayor en este
tipo de pacientes(26).

Las exacerbaciones de EPOC modifican la composicion del microbioma(40). Asi, la alteracion
de algunas unidades taxondmicas operativas bacterianas, en particular Haemophilus spp.,
podria tener un gran impacto en la estructura general de la comunidad microbiana y dichos
cambios parecen estar asociados con eventos de exacerbacién y son indicativos de fenotipos
de exacerbacion especificos. Asimismo, los tratamientos con antibidticos y esteroideos
parecen tener efectos diferenciales sobre el microbioma pulmonar(41).

Las infecciones virales, particularmente los Rhinovirus, Influenzae, Parainfluenzae,
Coronavirus, Adenovirus y Virus respiratorio sincitial provocan el 30% de los episodios de
agudizacién(37). Los pacientes con patologia de base respiratoria grave presentan mayor
susceptibilidad a estos agentes infecciosos y sus consecuencias son peores en los enfermos
con EPOC grave(18). Las manifestaciones clinicas no permiten identificar la causa de la
agudizacion, debido a que sea de origen viral o bacteriano, se asocian con los mismos sintomas

clinicos y similar respuesta inflamatoria.

2.1.4.3.2 Agudizaciones no infecciosas:
En el 25% de los episodios de agudizacidon no se demuestra una etiologia infecciosa(37). En

estos casos, generalmente no suele determinarse la causa, pero probablemente jueguen un
papel importante factores tales como la contaminacién atmosférica, o la exposicién a polvos,
vapores o humos (42). En este sentido, es interesante destacar que se ha comprobado una
importante asociacidn entre el aumento de la polucidn ambiental y los ingresos hospitalarios
por agudizacidn. Existen otras variables que pueden agravar o facilitar que se produzca una
agudizacion: un déficit nutricional o el abandono de la medicacién como broncodilatadores o
diuréticos en pacientes con ‘cor pulmonale’ crénico podrian empeorar su situacion clinica. La
toma de benzodiacepinas, la formacién de tapones mucosos, la broncoaspiracion y la fatiga

muscular respiratoria agravarian también el cuadro(43).

2.1.4.4 Patogenia
Independientemente del origen, las agudizaciones de la EPOC presentan unas

manifestaciones clinicas similares. En general, durante la agudizacién parece haber un
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incremento en el nimero de células inflamatorias y proteinas desencadenado por una
infeccion, particulas contaminantes u otros factores. La broncoconstriccion producida lleva a
un empeoramiento en la limitacion al flujo aéreo, lo que a su vez conlleva un aumento en el
trabajo respiratorio, empeoramiento de la relacidon ventilacion/perfusion y alteraciones en el
intercambio gaseoso. También resulta en un empeoramiento de la hiperinsuflacidon, que a su
vez empeora la fatiga muscular. A pesar de que, a mayor gravedad de la obstruccion, mayor
es el nimero de agudizaciones moderadas-graves, éstas aparecen desde los primeros estadios
de la enfermedad, lo que demuestra que el fenotipo exacerbador es independiente de la

gravedad de la obstruccion(37,43).

2.1.4.5 Consecuencias

Las agudizaciones de EPOC suponen un importante problema de salud publica(44). Mas alla
de la frecuencia, la intensidad del evento también tiene importancia, siendo peores las
consecuencias a medida que la gravedad de la agudizacién es mayor(35). En Espafia, se estima
que generan el 10-12% de las consultas de Atencidn Primaria, entre el 1-2% de todas las visitas
a Urgencias y cerca del 10% de los ingresos médicos. Las agudizaciones se asocian
generalmente a un deterioro de la funcion pulmonar, nivel de actividad fisica, estado funcional
y calidad de vida(45-47). Ademas, son las principales determinantes de la morbilidad y

mortalidad por EPOC(48).

2.1.5 Costes de la EPOCy de sus agudizaciones
Al igual que con otras enfermedades crénicas, la carga econdmica asociada se entiende en

forma de costes directos e indirectos. En 2010, el coste de EPOC en los EE. UU. se estimd en
aproximadamente $49.9 mil millones, que incluia $20 mil millones en costes indirectos y $30
mil millones en gastos directos por atencién médica(49). Los costes directos de atencion
médica, que representan casi dos tercios del total de ddélares gastados en EPOC, son los
relacionados con la deteccidon, el tratamiento, la prevencién y la rehabilitacion de una
enfermedad e incluyen: consultas médicas, hospitalizaciones, atencion domiciliaria y
medicacion(50). Como se esperaria, existe una relacion directa entre la gravedad de EPOC vy el
coste general de la atencion a nivel del paciente(51). Los datos indican que, con cada etapa
progresiva de la EPOC, definida por la limitacién al flujo aéreo segun Global Initiative for

Obstructive Lung Disease (GOLD) los pacientes con estadio | experimentan el coste directo
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mas bajo con $1681 por paciente y afio, los pacientes estadio Il $5037. Los del estadio Il
conllevan el mayor coste con un total estimado de $10,812 por paciente y afio(52). La
hospitalizacion se identifica como la variable de coste mds importante en cualquiera de los
estadios de EPOC. La estancia hospitalaria representa aproximadamente entre el 45% vy el
50% del coste directo total generado por los pacientes con EPOC(52,53). Los costes indirectos
se refieren a la morbilidad y mortalidad causadas por la enfermedad. Estas cifras provienen
de los efectos incapacitantes de la EPOC, que se exhiben principalmente como dias de
absentismo laboral(54). La actividad fisica y la calidad de suefio se reducen en el 70% y el 50%
de los pacientes con EPOC, respectivamente. Ademas, la mitad de los pacientes con EPOC
(51%) afirman que su enfermedad dificulta su capacidad para desempefiar su trabajo

diario(55).

2.2 Complejidad de la EPOC

2.2.1 Enfermedad heterogénea
La EPOC es una enfermedad que se asocia a diversas manifestaciones pulmonares y extra

pulmonares (56), en la que la limitaciéon al flujo aéreo no refleja bien esta complejidad (57).
Por ejemplo, algunas manifestaciones extrapulmonares de la EPOC como la pérdida ponderal
o la disfuncion del musculo esquelético influyen en el curso de la enfermedad
independientemente del FEV1%. Y su tratamiento, por ejemplo mediante la rehabilitacion,
contribuye a mejorar el prondstico y el bienestar de estos pacientes sin modificar su funcién
pulmonar(58). Por ello, se hace necesario entender la complejidad de la EPOC para mejorar el
abordaje clinico actual y avanzar en la investigacion biomédica y el desarrollo farmacoldgico.
Un primer avance en este sentido fue el desarrollo y validacion de diferentes indices
multidimensionales, como el indice BODE (Body mass index, Obstruction (FEV1%,) Dyspnea,
and Exercise capacity)(59), el indice DOSE (Dyspnea, Obstruction (FEV1%), Smoking status, and
Exacerbation frequency)(60) y el indice ADO (Age, Dyspnea, Obstruction (FEV1%))(61). La
doctoranda, participd en el estudio de validacidn de este indice ADO del que se obtuvo un
nuevo indice actualizado que precedia mortalidad a tres afios de manera mas precisa que el
indice original(62) y en una comparacién de los distintos indices prondsticos mediante el

empleo de meta-analisis de redes (Anexo 2).
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2.2.2 Fenotipos y endotipos
Para poder capturar la heterogeneidad y complejidad de la EPOC se han propuesto diferentes

conceptos, como son los fenotipos, los endotipos y los rasgos tratables(63).

En su sentido mdas amplio, el fenotipo se define como cualquier caracteristica observable, pero
el término “fenotipo clinico”, como se publicd en una revisidon que escribimos, se define como
la caracteristica o conjunto de caracteristicas de una enfermedad que puede diferenciar
individuos con EPOC y que se relaciona con objetivos clinicos significativos como los sintomas,
las agudizaciones, la respuesta al tratamiento, la progresion de la enfermedad o la muerte(64)
(Anexo 3). Adicionalmente, la doctoranda participo en la revision del conocimiento actual
sobre conceptos basicos (fenotipos, genotipos, biomarcadores y redes libres de escala) que
resultan esenciales para progresar hacia una vision integrada y multinivel de la EPOC basados
en el concepto de la biologia de sistemas y su potencial para derivar en la Medicina P4
(Predictiva, preventiva, participativa y personalizada)(65—67)(Anexo 4).

Adicionalmente, en esta linea de trabajo, la doctoranda participd en un estudio en el que
mediante el empleo de analisis de clusters se identificaban 5 subgrupos de pacientes con
EPOC con diferentes fenotipos clinicos que diferian en relacion a la severidad de la
enfermedad, a la presencia de comorbilidades cardiovasculares y diabetes, y que mostraban

diferentes tasas de mortalidad(68) (Anexo 5).

2.3 Caracteristicas de la respuesta inmune relacionada con la EPOC
El proceso inflamatorio que caracteriza a la EPOC es complejo y se ha asociado tanto a: 1) una

respuesta anormal y crénica al humo de tabaco, 2) la respuesta al microbioma pulmonar, 3)
la respuesta a antigenos propios, o 4) una mala regulacion de la terminacion de la respuesta
inflamatoria(69).

Asi, la respuesta inmune en la EPOC incluye fendmenos tanto de inmunidad innata como
adaptativa (Figura 4). Fundamentalmente a nivel pulmonar se identifica un infiltrado de
neutrdfilos, linfocitos T (en concreto predominan los CD84+), linfocitos B y macréfagos, aunque
también participan en dicha respuesta los eosinodfilos, células natural-killer (NK) y células
dendriticas. Se ha postulado que se liberan una serie de mediadores entre los que destacan

el factor de necrosis tumoral (TNF
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)-a, la interleucina (IL) -8 y el leucotrieno B4 (LTB4), en respuesta al insulto tabaquico y
promueven la perpetuacion de la inflamacidn y el dafio tisular. A continuacidn, se analizan los
diferentes elementos tanto celulares como humorales que se hallan involucrados de forma

relevante en la respuesta inflamatoria de los pacientes con EPOC(70).
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Figura 4 Respuestas inmunitarias adaptativas e innatas en la enfermedad respiratoria cronica

2.3.1 Respuestainmune innata en la EPOC
El Sistema Inmune Innato (Sll) es la primera linea de defensa del huésped. Posee mecanismos

preexistentes que se activan de manera rapida y que preceden a la Inmunidad Adaptativa en
la respuesta defensiva. El Sll responde de la misma manera frente a diferentes estimulos
infecciosos y posee una especificidad limitada, es decir, distingue estructuras comunes a
grupos de microrganismos no pudiendo distinguir diferencias finas entre ellos(71). El Sll es el
mas antiguo y esta presente en todos organismos multicelulares, incluso plantas e insectos. A
continuacion, se describen, de forma resumida, los elementos principales del sistema inmune

innato la EPOC.
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2.3.1.1 Neutrofilos

Los neutrofilos son los elementos celulares tradicionalmente mas caracteristicos de la EPOC.
Se hallan aumentados en la via aérea y en el parénquima pulmonar, secretando una serie de
factores oxidantes y proteasas que al afectar al parénquima estarian involucrados en la
aparicién y avance del enfisema. Noxas como el humo del tabaco estimularian la secrecion de
factores de crecimiento (p.ej. el estimulador de colonias de granulocitos o G-CSF, o de
granulocitos y macroéfagos o GM-CSF) por parte de las células epiteliales del pulmdn, y éstos
serian a su vez capaces de estimular la produccidn vy liberacion de neutréfilos en la médula
Osea(72). Mas tarde, en un proceso mediado por la selectina E, estas células se adheririan a
las endoteliales de los vasos pulmonares, pasando de ahi a la via aérea al ser atraidos por
distintos factores quimiotacticos (p.ej. los de la clase CXC, como CXCL1, CXCL5 y CXCL8)(70).
Alli secretan lipocaina (enzima antibacteriana), pero también la enzima oxidante
mieloperoxidasa (MPO) y diversas proteasas (elastasa del neutréfilo o HNE, diversas
metaloproteinasas, proteinasa-3 y catepsina G, entre otras)(73). Sin embargo, y a pesar de su
elevado numero y activacion, el papel antibacteriano de los neutrdfilos parece hallarse
reducido en la EPOC(74). Destacar que ensayos clinicos en los que se han testado inhibidores
de neutréfilos en la EPOC han mostrado resultados negativos(75). Reflejando la complejidad
de la EPOC con sus numerosas vias feno / endotipicas que juegan un papel en la EPOC. De
hecho, en la EPOC, no hay una citocina o quimiocina dominante y, por lo tanto, un solo
anticuerpo monoclonal no puede ser eficaz en todas las vias. Esto hace que sea esencial
evaluar estos tratamientos en fenotipos / endotipos especificos bien identificados en los que
algunas de estas citocinas o quimiocinas podrian predominar, como en la EPOC

eosinofilica(75).

2.3.1.2 Macroéfagos

Los macréfagos son descendientes de monocitos llegados por el torrente sanguineo y
diferenciados a nivel del tejido pulmonar. En el caso del pulmdén de los pacientes con EPOC
los monocitos, son atraidos por sustancias como el ligando 2 de la quimioquina  (CCL2), y el
ligando 1 de la quimioquina a (CXCL1). Estos, junto con las poblaciones de macroéfagos ya
residentes en el pulmoén forman un grupo celular heterogéneo, en el que unas porciones de
ellos muestran actividad proinflamatoria (M1) y otros actuan sobre todo como fagocitos,
contribuyendo a la reparacién de los tejidos dafnados y modulando a la baja la inflamacién
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local (M2). Los macréfagos M1 se hallan activados por sustancias como el lipopolisacarido
bacteriano (LPS) o citoquinas del tipo Th1, como el interferén gamma (IFN-y) o el GM-CSF,
liberando una cascada de citoquinas proinflamatorias (IL-1B, IL-6, IL-12, IL-23 y TNF-a, entre
otras). Por su parte, los macréfagos M2, influidos por las citoquinas Th2 (como IL-4 e IL-13)
produciran moléculas antiinflamatorias como IL-10 y Factor de Crecimiento Transformante-3
(TGF-B). La relacion entre M1/M2 podria estar implicada en la mayor predisposicidn al cancer
de los pacientes con EPOC(76). En la EPOC, el nimero de macréfagos se halla muy aumentado
en el parénquima pulmonar y las vias aéreas, y se cree que predominan los macroéfagos tipo
M1, aunque los M2 jugarian también un papel relevante en algunos procesos tisulares. Por
otra parte, los macrofagos de los pacientes, a través de la activaciéon del factor de
transcripcion nuclear, el factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células
B activadas (NF-kB) y la quinasa mitégeno-activada p38, secretan mayores cantidades de
mediadores inflamatorios, enzimas proteoliticas (elastoliticas y catepsinas) y especies
reactivas de oxigeno (ROS) que los de los sujetos sanos. Indicar que el tabaco juega un papel
en el fenotipo de los macréfagos pulmonares(77). Finalmente, ayudan a atraer a otras células,
como los CD8+ y CD4+, a través de la secrecion de diversos factores quimiotacticos. Por
contra, los macrofagos de estos pacientes tienen menor capacidad fagocitica ante las

bacterias y también fracasan parcialmente en eliminar células apoptodticas(78).

2.3.1.3 Células dendriticas

Las células dendriticas son las principales células presentadoras de antigeno en las vias aéreas,
con un papel entre la respuesta innata y adaptativa. Se hallan aumentadas en los pacientes
con EPOC y tienen un papel fundamental en las respuestas antigeno especificas mediadas por

linfocitos que se llevan a cabo en el pulmdén(79,80).

2.3.1.4 Eosinofilos
Los eosindfilos son mas importantes en el asma, a través de la liberaciéon de mediadores de la
reparacion y el remodelado. Su papel en la EPOC aun no esta bien caracterizado, pero se

estima que pueden participar en algunos pacientes con EPOC (81)
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2.3.1.5 Receptores del sistema inmune innato: TLRs, NLRs

Las proteinas pertenecientes a las familias de receptores de tipo Toll (TLRs) y de tipo Nod
NLRs) son componentes fundamentales de la respuesta inmune innata e inflamatoria, en
cuanto que por un lado van a detectar aquellos estimulos que las desencadenan
(microorganismos, sefiales de peligro endégenas, polvos inorgdnicos...) y por otro van a
modular la naturaleza de la respuesta efectora. Desde un punto de vista estructural, los TLRs
y los NLRs son receptores que presentan grandes semejanzas, compartiendo una estructura
modular en la que se identifican dominios sensores (repeticiones ricas en leucina LRRs en
ambos casos), dominios de oligomerizacion (dominio de unién a nucledtidos, NACHT/NOD en
ambos casos) y dominios efectores (dominios TIR en los TLRs y dominios pirina (PyD) o dominio
de reclutamiento de la caspasa (CARD) en los NLRs). Los receptores tipo TLR son receptores
transmembrana, asociados bien a la membrana citoplasmatica o bien a las membranas de
vesiculas u organulos intracelulares. En la actualidad se sabe que los ligandos naturales de
dichos TLRs son estructuras moleculares conservadas presentes en microorganismos como los
LPS y los muramil dipéptidos (MDP o el ssRNA y que se engloban dentro del concepto de
patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs)(82). A diferencia de los TLRs, los
receptores de tipo NLRs son proteinas citoplasmaticas y en la actualidad se sabe que la
variedad de ligandos de dichos receptores es mas amplia que la observada en los TLRs, ya que
ademas de los PAMPs son capaces de detectar sefiales endégenas de peligro, conocidas como
damage-associated molecular patterns (DAMPs) como por ejemplo cristales de acido urico, y
polvos inorgdnicos como asbesto, silice o aluminio. Asimismo, un importante nimero de

receptores de tipo NLR son constituyentes de los inflamasomas.

2.3.1.6 Inflamasoma

El inflamasoma juega un papel central en la regulacion de la inflamacidon innata. Es un
complejo citosélico multiproteico, no delimitado por ninguna membrana y cuyos
componentes se acoplan y desacoplan en funcidn de la presencia o ausencia de estimulos de
los NLRs (Figura 5). Una vez ensamblado, el objetivo del inflamasoma es generar la forma
activa de la proteina caspasa-1, la cual a su vez generard la forma activa de las citocinas
proinflamatorias IL-18 e IL-18, con el consiguiente desarrollo de una respuesta inflamatoria
local y sistémica, dirigida a eliminar los microorganismos que la han activado(78,83). IL-1B e
IL-18 son citocinas relacionadas que causan una amplia variedad de efectos bioldgicos
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asociados con infecciones, inflamacién y procesos autoinmunes. IL-1B participa en la
generacion de respuestas sistémicas y locales a infecciones y lesiones generando fiebre,
activando linfocitos y promoviendo la infiltracion de leucocitos en los sitios de infeccidon o
lesion. 1L-18, por su parte, induce la produccién de IFN-y y contribuye a la polarizacion de las

células T-helper 1 (Th1).

A B C
Human Mouse
NLRP3 NLRP1 NLRP1 NLRC4 AlM2 ASC Pro-caspase-1
LRR L] cArRD CARD LRR Q TR0 PYD CARD
FIIND FIIND CARD
p20+p10

NACHT LRR LRR NACHT PYD

PR NACHT NACHT CARD

Figura 5 Estructura esquemdtica de NLRP, ASC y caspasa-1.
Estructuras del inflamasoma sensores NLRP3, NLRP1, NLRC4 y AIM2. (B) Estructuras de la proteina adaptadora del
inflamasoma ASC y (C) efector del inflamasoma pro-caspasa-1. LRR; dominio de repeticion rico en leucina, NACHT (o NBD);

dominio de union a nucledtidos, PYD; dominio de pirina, CARD; familia de dominio de reclutamiento de caspasas, FIIND;
dominio de funcion para encontrar, HIN200; Repeticion de 200 aminodcidos (84).

La maduracion de IL-1B e IL-18 por escisidon con caspasa-1 es un requisito previo para inducir
las respuestas inmunes. La propia caspasa-1 se sintetiza como un zimdégeno inactivo de 45 kDa
(pro-caspasa-1) que se somete a un procesamiento autocatalitico tras un estimulo apropiado.
La forma activa de la enzima comprende las subunidades p20y p10(84).

Esta plataforma proteica esta formada por un receptor con dominio de oligomerizacién NLR
o ausente en melanoma 2 (AIM2), la proteina ASC y la caspasa-1. El ensamblaje del
inflamasoma es mediado por la interaccién de los dominios de las proteinas pertenecientes a
la superfamilia de muerte, la cual esta comprendida por subfamilias que contienen dominio
de muerte (death domain [DD]), dominio efector de muerte, dominio CARD y dominio PYD. La
subfamilia NLRP de los NLR tales como NLRP1y NLRP3, contienen 1) en su extremo C-terminal
un dominio rico en repeticiones de leucina (LRR), el cual estd implicado en el reconocimiento
del ligando y en mantener al NLR en estado inactivo, 2) un dominio central de unién a
nucledtidos NACHT (NOD) altamente conservado y 3) un dominio N-terminal PYD. La proteina
ASC estd comprendida por un dominio PYD en el N-terminal y un dominio CARD en su C-
terminal y juega un papel critico en el ensamblaje del inflamasoma NLRP3 (85—89) (Figura 6).
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Figura 6 Componentes del inflamasoma NLRP3
la proteina NLRP3, la proteina adaptadora ASC (apoptosis-associated speck-like protein) y una procaspasa-1. La estructura
de la proteina NLRP3 contiene un dominio de pirina N-terminal (PYD), un dominio con repeticiones ricas en leucina (dominio

LRR), y un dominio NACHT (nucleotide binding and oligomerization domain), que es el responsable del proceso de
oligomerizacion del inflamasoma (95)

La ASC es reclutada por el oligdmero NLRP mediante interaccion homotipica PYD, mientras
que la interaccién homotipica CARD entre la ASC y la procaspasa-1, ocurre después para
ensamblar el inflamasoma. Por su parte, la ASC se ensambla en una estructura tipo punto, una

vez que ha ocurrido la estimulacién via apoptética o inflamatoria (85-88)(Figura 7).

Figura 7 Representacion grdfica de la formacion del inflamasoma.

Se requieren al menos 2 elementos de cada uno de los componentes del inflamasoma. La liberacién de p10/p20 de la
proteina NLRP3 se debe a la accién de una caspasa. El ensamble de los componentes dispara una modificacion
conformacional que induce su activacion y oligomerizacion en un tetramero que conlleva a la activacion de la caspasa-1y
ésta a su vez a la secrecion de IL-1f3, IL-18 e IL-33 (93).
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La activacién del inflamasoma tiene como resultado final la liberacién de las IL-18 e IL-18
activas, y debido al papel central de estas citocinas en dirigir la inflamacion innata, la
activacion del inflamasoma es un sistema de dos pasos. La sefial-1 es mediada por la
estimulacion de los receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) a través de los PAMPs
o los DAMPs (es decir el reconocimiento de un patédgeno o una seiial de peligro); la induccion
de los PRRs resulta en la activacion de la via NF-kB para la expresion de la pro-IL-18 y de los
genes asociados a las proteinas del inflamasoma. La sefial-2 puede ser conferida tanto por: a)
el eflujo de potasio debido a la estimulacion del canal de potasio sensible a adenosin trifosfato
(ATP) o por la formacién de poros por toxinas bacterianas; b) la desintegracion lisosomal que
conduce a la salida de catepsina B en el citosol; y/o c) la generacién intracelular de las especies
reactivas de oxigeno. Dicha activacion conlleva la oligomerizacion del NLRP3 con ASC, en un
gran complejo tipo-fibra llamado “speck” que puede detectarse mediante
inmunofluorescencia o mediante unién cruzada de ASC en Western blots(90). Generalmente
los niveles de mMRNA de NLRP3 e IL-1f3 se consideran marcadores del cebado de la inflamacién,
mientras que la oligomerizacién del NLRP3 y ASC y la presencia de caspasa-1 activa son
marcadores de la activacion del inflamasoma(83,91-93). Una vez ensamblado el inflamasoma
se produce la maduracién de las IL-1B e IL-18 por la enzima caspasa-1 mediante el
procesamiento proteolitico e induce una muerte celular inflamatoria conocida como

piroptosis(88,94—98) (Figura8).
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Figura 8 Proceso de activacion del inflamasoma NLRP3 en dos pasos.
Los receptores TLRs o TNFR median una sefial de cebado. El factor de transcripcion NF-kB regula al alza los niveles de ARNm
y proteinas de NLRP3 y pro-IL-168. Una segunda sefial (Sefial 2) es activada por varios estimulos, incluidos PAMP y DAMP, y
promueve directamente la activacion de NLRP3 y el ensamblaje del inflamasoma. Posteriormente, el inflamasoma NLRP3
participa en la escision de pro-IL-18 y pro-IL-18, lo que lleva a su activacion. PAMP, patrones moleculares asociados a
patégenos; DAMP, patrones moleculares asociados al peligro; TLR; Receptores tipo Toll; receptor del factor de necrosis
tumoral (TNFR); NF-kB, factor nuclear kappa-potenciador de cadena ligera de células B activadas; LRR, dominio repetido rico

en leucina; NACHT (también conocido como NBD), dominio de union a nucleétidos; PYD, dominio de pirina; CARD, dominio
de activacion y reclutamiento de caspasas; ROS, especies reactivas de oxigeno (97).

2.3.1.6.1 Inflamasoma NLRP3
Entre los inflamasomas, el inflamasoma NLRP3 es el mas estudiado. Ademas de los dominios

NOD y LRR, NLRP3 contiene un dominio PYD y, por lo tanto, activa la caspasa-lusando su PYD
para reclutar ASC. Forma solo un oligdmero por célula y su oligdmero estd compuesto por
siete moléculas NLRP3. Se sabe que es el inflamasoma mdas grande de todos, cubriendo
alrededor de 2 um de didmetro. Su activacién en macrofagos se puede lograr con una plétora
de PAMP, como LPS, peptidoglicanos y acidos nucleicos bacterianos, siempre que las células
estén expuestas al ATP. De hecho, en ausencia de ATP, los macréfagos estimulados con LPS
producen grandes cantidades de pro-IL-1B, pero liberan poca citoquina madura al medio. El
ATP y ciertas toxinas bacterianas, como la nigericina y la maitotoxina, provocan un cambio en
la composicidon idnica intracelular que conduce a la activacion del inflamasoma NLRP3. El
efecto del ATP estd mediado por el receptor P2X7 junto con la pannexina, que provoca una
rapida salida de potasio del citosol tras la activacién(99).

Los cristales de urato monosddico y fosfato calcico dihidratado activan la caspasa-1 de una
manera dependiente de NLRP3 [14]. El depdsito de cristales de urato monosédico y fosfato
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calcico dihidratado en las articulaciones es responsable de las afecciones inflamatorias gota y
pseudogota, respectivamente, lo que implica a NLRP3 en su etiologia. Ademas, las células
necrdticas liberan acido Urico en el medio extracelular, lo que sugiere un papel importante de
NLRP3 en la deteccion de sefiales de "peligro" endégenas. Se sabe que la silice y el amianto
activan el inflamasoma NLRP3, lo que implica su papel en la patogenia de la silicosis y la
asbestosis(100). La sal de aluminio también puede activar el inflamasoma NLRP3, aunque en
presencia de PAMPs como LPS. La fagocitosis de los cristales produce inflamacién y dafo
lisosdmico. La perturbacidn lisosomica junto con la liberacién de catepsina B, una cisteina

proteasa lisosémica, da como resultado la activacion del inflamasoma NLRP3(101).

2.3.1.6.2 Otros inflamasomas
También se han caracterizado otros inflamasomas, como NLRP1, NLRC4 y AIM2 (Figura 5). El

inflamasoma NLRP1, el primero en ser descrito, es activado por la toxina letal del antrax(102).
A diferencia de la mayoria de los NLR, NLRP1 activa la caspasa-1 directamente y no se requiere
ASC para la produccién de IL-18 madura. El inflamasoma del NLRC4 o del factor activador de
proteasa de la enzima convertidora de interleucina (IPAF) es activado por la flagelina citosélica
o por el componente basal del cuerpo del sistema de secrecidon tipo 3 que se encuentra en
Salmonella typhimurium, Shigella flexneri, Legionella pneumophila y Pseudomonas
aeruginosa(103). Las diferencias de los inflamasomas NLRP3 y NLRP1 incluyen la capacidad de
activar la caspasa-1 sin el adaptador ASCy la expresidn constitutiva de NLRC4 sin una sefial de
cebado mediada por TLR. Finalmente, AIM2, un PRR que detecta ADN bicatenario citosolico
(dsDNA), también es capaz de formar inflamasomas. Dado que los requisitos de ligando para
AIM2 incluyen dsDNA de virus, bacterias o el propio huésped, también puede contribuir a las

respuestas autoinmunes(83).

2.3.1.6.3 Control de la actividad del inflamasoma
La actividad del inflamasoma requiere una regulacion precisa para evitar una produccion

excesiva de citocinas y sus efectos deletéreos. La regulacion tiene lugar a nivel transcripcional
y postranscripcional. Por ejemplo, NLRP3 se expresa en numeros limitados de macréfagos y
es altamente inducible en respuesta a estimulos proinflamatorios como LPS, citocinas o
ROS(104). Ademas, el empalme diferencial de ASC puede generar variantes de proteinas con

una funcion inhibidora, en lugar de la molécula adaptadora clasica. Otro nivel de regulacién
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es la ubicacion subcelular de los componentes del inflamasoma; un ejemplo es la
redistribucion de ASC antes mencionada desde el nucleo al citoplasma en células inflamatorias
activada. Se puede lograr una regulacién adicional de la actividad del inflamasoma mediante
factores secretados. De hecho, los interferones de tipo | pueden suprimir la activacion del
inflamasoma y su posterior produccion de IL-1B, lo que puede contribuir al aumento del riesgo
de infecciones bacterianas secundarias después de la influenza u otras infecciones virales. La
autofagia, el proceso mediado por lisosomas necesario para mantener la homeostasis celular
en respuesta al estrés, también desempefia un papel en la regulacién de la actividad del
inflamasoma. Saitoh y sus colegas (52) demostraron que las células deficientes en proteinas
(105)especificas de la autofagia tienen una activacion del inflamasoma mejorada en respuesta
a los estimulos, lo que puede explicarse por el aumento de los niveles de ROS celular causado
por la eliminacidn insuficiente de las mitocondrias defectuosas. Otra posible explicacion para
este fendbmeno es la translocacion citosélica del ADN mitocondrial en mitocondrias
disfuncionales, que no solo podria involucrar al inflamasoma AIM2, sino que también podria

sefalar una via independiente de AIM2(106).

2.3.1.6.4 Modelos animales de EPOC
Se han empleado diferentes abordajes preclinicos para imitar las principales caracteristicas de

la EPOC. Sin embargo, son dos los modelos animales habitualmente empleados

1. Modelo de enfisema elastasa que consiste en una Unica dosis elastasa instilada
intranasalmente en ratas C57BL/6(107). Este procedimiento experimental promueve
un dafio pulmonar rapido (10 dias), que no traslada completamente lo que ocurre en
el pulmén humano, aunque podria utilizarse para imitar a las agudizaciones
agudas(108)

2. Modelo de exposicion al humo de tabaco que se caracteriza por una exposicién bien
de todo el cuerpo o solo nasal en ratones BALB/c(109). La exposicidn nasal Unica tiene
la ventaja de que favorece el desarrollo de caracteristicas de EPOC como la inflamacion
pulmonar, la hipersecrecion mucosa, el remodelamiento de la via aéreay la fibrosis, el
enfisema y la pérdida de funcidon pulmonar, imitando mejor el perfil de inhalacion de

los fumadores humanos comparado con la inhalacién de todo el cuerpo(108)
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En el momento de llevar a cabo este trabajo, existia evidencia de la activacién del inflamasoma
en modelos animales de EPOC, ya que los niveles de caspasa-1 aumentaban en el tejido
pulmonar después de la exposicion a humo de tabaco en ratones. Los niveles de caspasa-1
también eran mas altos en el tejido pulmonar de pacientes con EPOC y fumadores que en
donantes no fumadores(110). La inhibicion selectiva de caspasa-1 redujo significativamente la

inflamacién después de la exposicidon a humo de tabaco en modelos animales(111).

2.3.2 Papel del sistema inmune adquirido en la EPOC
El sistema inmune adaptivo (SIA) esta presente en todos los vertebrados, es especifico para

distintas moléculas y se caracteriza por ‘tener memoria’, es decir mejorar la capacidad
defensiva frente a exposiciones sucesivas. Los principales elementos celulares del SIA son los
linfocitos B y T que se activan frente a los antigenos (sustancias que inducen respuestas
inmunes especificas)(112) y que participan respectivamente en la Inmunidad Humoral, y en la
Inmunidad Celular. Los linfocitos T (denominados asi porque se han diferenciado en el timo),
son células que solo son capaces de reconocer los antigenos si estos son presentados por otros
tipos celulares, desencadenando entonces la respuesta inmune frente a esos antigenos. Se
subdividen en linfocitos CD8+, denominados también células T citotdxicas (Tc), y linfocitos
CD4+ o células T helper (‘cooperadoras’ o Th). Tanto los Tc como los Th pueden subdividirse a
suvezentipo1ytipo2 (TclyTc2;yThlyTh2), atendiendo a las citoquinas que secreta cada
una de estas estirpes. Los Th1, al ser estimulados por determinados antigenos (generalmente
de origen bacteriano), liberan citoquinas como la IL-2, IL-3, IL-12, IL-18, TNF a y B, GM-CSF e
IFN-y. Los Th2, estimulados generalmente por parasitos o antigenos extracelulares, generardn
otro perfil citoquimico, con secrecion fundamentalmente de IL-3, IL-4, IL-5, IL- 6 e IL-13,
inhibicidn de células fagociticas y potente produccidn de anticuerpos. El perfil de la respuesta
inmunitaria va a depender en parte de las relaciones Th1/Th2 y Tc1/Tc2. En la EPOC
predomina la respuesta Th1-Tcl, como sucede también en las enfermedades autoinmunes,
mientras que en el asma lo hace la Th2-Tc2.

Los linfocitos se hallan aumentados en las vias aéreas y en el parénquima pulmonar de los
pacientes, sobre todo los CD8+, estando directamente relacionados con la gravedad de la
enfermedad, tanto a nivel del grado de deterioro funcional obstructivo como del grado de

enfisema. Estos linfocitos son activados por la presencia de patdgenos intracelulares, que se
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presentan a nivel de las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de clase 1. Los
linfocitos CD8 secretan diversas sustancias capaces de destruir el parénquima pulmonar,
como son el TNF-a, la proteasa granzima By las perforinas (que inducen la muerte celular por
mecanismos osmoticos), en caso de reconocer células que han sido infectadas o
dafiadas(113).

La respuesta humoral esta mediada por la activacion de linfocitos B, que puede ser
dependiente o independiente de linfocitos T CD4. Se ha descrito la acumulacion de linfocitos
B en el tejido pulmonar de pacientes con EPOC severo, aunque no se sabe si su papel es

beneficioso o perjudicial para el curso de la enfermedad(114).

2.3.3 Mediadores inflamatorios
En cuanto a los mediadores inflamatorios puede decirse que se han hallado multiples

moléculas incrementadas en los pulmones, sangre y diversos érganos de los pacientes con
EPOC. Muchos de estos mediadores pueden tener ademds acciones diversas o mostrar
redundancias con otras moléculas proinflamatorias. Entre los mediadores inflamatorios
caracteristicamente involucrados en la EPOC destacan las citoquinas, sobre todo las ligadas a
la respuesta Tcl, con expresion como se ha visto de IL-2, IL-3, IL-12, IL-18, TNF-a, TNF-B y GM-
CSF, entre otras. TNF-a en concreto, ampliaria localmente la respuesta inflamatoria a través
de la activacién de NF-kB, y participaria en algunas manifestaciones extrapulmonares de la
enfermedad como la disfuncién muscular y las alteraciones nutricionales(115-117). También
es critica la amplificacion de la cascada inflamatoria ligada a la IL-6, que se halla elevada en
sangre y secreciones respiratorias de pacientes con EPOC, sobre todo durante las
agudizaciones. Esta es una IL con acciones ambivalentes, ya que se considera como una
citoquina proinflamatoria en la mayoria de los tejidos, pero actia como una mioquina
antiinflamatoria en su version local cuando es sintetizada en el misculo esquelético. Esto
ultimo es debido a su capacidad de inhibir a TNF-a y a 1L-1(118,119). Finalmente, IL-17, IL-22
e IL-33, todas ellas aumentadas en los pacientes con EPOC, también parecen claves en el
desarrollo y progresion de la enfermedad(120). Determinadas quimioquinas y sus ligandos
también juegan un papel importante en la inflamacién de la EPOC. Es el caso de los ligandos
de quimioquinas (CXCL), como CXCL1, CXCL5 y CXCL8 procedentes de multiples estirpes
celulares y que se hallan aumentados en el pulmdn de los pacientes, atrayendo alli sobre todo

a monocitos y neutréfilos. De hecho, el receptor CXCR3 estd sobreexpresado en las células
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Tcl y Thl, condicionando aumentos de CXCL9, CXCL10 y CXCL11, que son capaces de
incrementar la atracciéon para monocitos y linfocitos. También participan las quimiocinas de
clase CC y sus ligandos, como la CCL2, CCL5, que atraen células inflamatorias a la via
aérea(118,119). No deben olvidarse tampoco los mediadores de estirpe lipidica, como las
prostaglandinas PGE2, PGF2ay el leucotrieno LTB4, que se hallan aumentados en las

secreciones y aire exhalado de los pacientes con EPOC(79).

2.3.4 El estrés oxidativo

En los tejidos debe existir un delicado equilibrio entre los oxidantes, como las especies
reactivas de oxigeno o de nitrégeno, y los antioxidantes. Si este equilibrio se rompe por
predominio de los primeros se produce estrés oxidativo o nitrosativo, modificandose diversas
estructuras moleculares y repercutiendo en su funcién. El tabaco y otras noxas, tanto
ambientales como del propio organismo (p.ej. las células inflamatorias) son capaces de inducir
la produccién de especies reactivas en pacientes con EPOC(118,119). De hecho, estas ultimas
explican en parte la persistencia del estrés oxidativo incluso tras dejar el tabaco. Las ROS no
solo actuan modificando proteinas, lipidos y ADN (con consecuencias estructurales y
funcionales, como por ejemplo la disfuncidn de las antiproteasas), también activan el NF-kB,
amplificando la respuesta inflamatoria y dificultando la accion de algunos farmacos como los
corticoides. En la EPOC no sélo se hallan aumentados los oxidantes, también existe una
disminucion de las sustancias antioxidantes, lo que desequilibra todavia mas la situacién(121).
Esto es en parte debido a que no se activa correctamente el factor nuclear Nrf2, que es el
encargado de dar respuesta mediante estas sustancias al incremento de las especies reactivas.
El estrés oxidativo se ha involucrado en la aparicidn y progresion de la enfermedad pulmonar,
pero también en algunas de sus manifestaciones sistémicas(122). Otra consecuencia probable
del estrés oxidativo seria la aceleracién en el proceso de envejecimiento y gasto metabdlico
de las estructuras pulmonares, que en parte se deberia a la menor actividad de la sirtuina-
1(118,119). Este proceso de senescencia tiene también sus propias consecuencias, ya que las
células ‘envejecidas’ producen un perfil particular de moléculas proinflamatorias y oxidantes
(p. €j.IL-1B, IL-6, TNF-a, CCL2, CXCL8, etc.) que se han involucrado en algunas de las

manifestaciones sistémicas y comorbilidades tipicas de la EPOC(123).
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Ademas del humo del cigarro, la contaminacién del aire, la combustidon de biomasa, polvo,
humos, gases y el uso de pesticidas agricolas también generan grandes cantidades de ROS,

elevan los marcadores de estrés oxidativo y reducen los antioxidantes endégenos(124).

2.3.5 Inflamacidn sistémica en los pacientes con EPOC
Se ha demostrado que los pacientes con EPOC, particularmente cuando la enfermedad es

grave y durante las agudizaciones, muestran inflamacién sistémica, que se mide como los
niveles aumentados de citoquinas circulantes, las quimiocinas y los niveles de proteinas de
fase aguda o como anomalias en los leucocitos circulantes. La inflamacidén persistente se
asocia con peores resultados clinicos(125,126). El tabaquismo puede causar inflamacion
sistémica (por ejemplo, recuento aumentado de leucocitos totales), pero en los pacientes con
EPOC, el grado de inflamacién sistémica es mayor al esperable solamente por el humo del
tabaco. Aun es desconocido si estos marcadores sistémicos de inflamacién son un ""derrame"
de la inflamacién pulmonar a nivel periférico o si son una anormalidad paralela o si estan
relacionados con alguna enfermedad comérbida que tiene efectos en el pulmén. En cualquier
caso, la inflamacidn sistémica observada en los pacientes con EPOC podria contribuir a sus
manifestaciones sistémicas y podria empeorar las enfermedades comdrbidas(127).

En un estudio de base poblacional grande la inflamacidn sistémica (la proteina C reactiva (PCR)
aumentada, fibrindgeno y los niveles de leucocitos) se asocié con un riesgo 2 a 4 veces mayor
de enfermedad cardiovascular, diabetes, cancer de pulmdn y neumonia, aunque no con la
depresion. Al medir 6 marcadores inflamatorios (la proteina C reactiva, IL-6, CXCLS,
fibrindgeno, TNF-a y leucocitos), el 70% de los pacientes con EPOC tenia algunos componentes
de inflamacion sistémica y el 16% tenia inflamacidén persistente. La inflamacion sistémica
parece relacionarse con la disminucion acelerada de la funcién pulmonar y aumenta ain mas

durante las agudizaciones(125,127).
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3 HIPOTESIS DE TRABAJO
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La hipdtesis general de este trabajo es que el inflamasoma juega un papel en la respuesta

inflamatoria exagerada que caracteriza a la EPOC, especialmente durante las agudizaciones.

3.1 Hipétesis especificas:

1. Elinflamasoma contribuye a la inflamacion pulmonar y sistémica en la EPOC estable

2. El inflamasoma juega un papel en la inflamacion que ocurre durante las
agudizaciones

3. Los pacientes con EPOC presentan una respuesta funcional in-vitro aumentada a
distintos agonistas del inflamasoma
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Objetivos

Objetivo general:

Analizar la contribucién del inflamasoma en la patobiologia de la EPOC tanto en fase estable

como durante las agudizaciones de la enfermedad.

4.1 Obijetivos especificos:
1. Analizar la contribucion del inflamasoma a la inflamacidon pulmonar y sistémica en la

EPOC estable.

2. Analizar el papel del inflamasoma en las agudizaciones de la EPOC.

3. Estudiar la respuesta funcional in-vitro a los agonistas del inflamasoma en pacientes
con EPOC estable
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Métodos

5.1 Disefio del estudio y ética
Se trata de un estudio observacional, prospectivo y controlado en muestras humanas. El

estudio fue aprobado por los comités de ética de todos los centros participantes. Todos los

participantes firmaron el consentimiento informado.

5.2 Participantes
Se estudiaron 1) pacientes con diagndstico de EPOC definido por un cociente FEV1/FVC <0.7

en una espirometria post-broncodilatacion. 2) sujetos fumadores activos sin limitacién el flujo
aéreo en la espirometria y 3) controles sanos (nunca fumadores y sin limitacién al flujo aéreo
en la espirometria). De estos tres grupos se analizaron muestras tanto sanguineas como de
pulmén. Las segundas, fueron proporcionadas por el Biobanco pulmonar del Centro
biomédico en red de respiratorio (CIBERES), procedentes de pacientes sometidos a cirugia de
reseccion pulmonar por cdncer de pulmdn localizado o trasplante pulmonar bilateral
(https://biobancopulmonar.ciberes.org/).

Para estudiar el papel del inflamasoma durante la agudizacién de EPOC se incluyeron
pacientes del estudio ECOS (Exacerbations of COPD in Spain) que fue un estudio
observacional, multicéntrico y longitudinal que se llevd a cabo en diferentes hospitales de
Espaia(128). Se definié la agudizacion de EPOC como un deterioro en el estado clinico del
paciente que produjo un incremento de su disnea y del aumento de la cantidad y/o purulencia
del esputo sin objetivarse infiltrados pulmonares en la radiografia de torax. Los pacientes eran
aptos para participar en el estudio si tenian un diagndstico de agudizacién confirmado por el
equipo investigador, previo diagnéstico de EPOC basado en los criterios GOLD, edad de 45
aflos o superior y que tuvieran una historia pasada o presente de tabaquismo con un indice
acumulado mayor de 10 afios /paquetes. Se recogieron distintas pruebas, incluidos esputo y
muestra sanguinea durante el episodio de agudizacién que requirid ingreso hospitalario (V1,
durante las primeras 72 horas de hospitalizacidén) y una vez alcanzada la estabilidad clinica, al
menos 2 meses después del alta (V2).

Por ultimo, se realizaron estimulaciones de células sanguineas periféricas de pacientes con
EPOC, fumadores sin limitacidn al flujo aéreo y controles sanos recogidos prospectivamente

en el Hospital Clinico de Barcelona (Figura 9).
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No fumador EPOC EPOC EPOC
Agudizado | Recuperado
pulmén RS 15 38
Estables { -
| SP 13 13 26
EPOC ;
- Agudizados = b

Estimulaciones 11 9 16 10 7

Figura 9 Distribucion de las muestras incluidas en el estudio.

SP: sangre periférica

5.3 Obtencion de muestras

5.3.1 Funcién pulmonar
La espirometria forzada se realizé en todos los participantes de acuerdo con las directrices

internacionales(129). Los valores de referencia espirométricos corresponden a los de la

poblacion mediterranea (130).

5.3.2 Muestras sanguineas
Las muestras sanguineas se obtuvieron mediante venopuncién y fueron recolectadas en dos

tubos EDTA: 1) fue centrifugado a 400G durante 6 minutos y se recolectd el plasma que fue
alicuotado y almacenado a -70°C hasta su analisis. 2) se usé para determinaciones
hematoldgicas del nimero de leucocitos, linfocitos, monocitos y neutrdfilos. Se recogié un
tubo de suero adicional para las determinaciones de la PCR ultrasensible, y de citocinas

inflamatorias

5.3.3 Esputo
El esputo espontaneo se obtuvo durante la agudizacidn y se cultivo para bacterias habituales

segun la metodologia habitual(131). La presencia de virus respiratorios en el esputo se analizé
mediante el kit de arrays clinicos Pneumovir (CLART Pneumovir, Gendmica, Espaiia). Todas las
determinaciones de PCR se centralizaron en el Institut de Recerca en Ciencies de la Salut
Germans Trias i Pujol, Badalona, Espafa. Los acidos nucleicos totales (RNA) se extrajeron
mediante el kit QlAamp Viral RNA Mini kit (Qiagen, Alemania) a partir de un volumen inicial

de 200 pl con una elucién de 50 pl.
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5.3.4 Muestras pulmonares
La recoleccidon de muestras pulmonares, la congelacién, preservacién en RNAlater o inclusién

en parafina se llevd a cabo por la Plataforma de Biobanco Pulmonar del Centro de
Investigacion Biomédica en Red, de la manera descrita por Villena C.(132)

(https://biobancopulmonar.ciberes.org/).

5.4 Mediciones

5.4.1 Concentracién de citocinas en suero
1) Las concentraciones de IL-1RA, Caspasa-1, IL.-1a e IL-18 se midieron mediante ELISA (R&D

systems, USA & MBL International, USA, respectivamente).
2) Las concentraciones de IL-1B, IL-8, IL-6 mediante ensayo con Luminex segun las
instrucciones del fabricante (R&D) usando un citometro de flujo modificado (Luminex X100) y

microesferas tefnidas con fluoresceina (Fluorokine MAP human base kit A, R&D, EE. UU.).

5.4.2 Niveles de IL-1, IL-18 y de caspasa-1 en pulmdn y esputo

Se extrajo la proteina total de las muestras congeladas (flash frozen) de pulmdn utilizando el
reactivo de extracciéon de proteina tisular TPER (Pierce, Rockford, USA) con las tabletas
completas Mini Protease Inhibitor Cocktail Tablets (Roche, Germany), lisando el tejido con un
aparato GentelMacs, programa de tejido pulmonar. Los lisados se centrifugaron a 4,000 xG
durante 5 minutos a 42C para eliminar el tejido no digerido y entonces los sobrenadantes se
centrifugaron a 10,000 xG durante 5 minutos a 49C. Los sobrenadantes que contenian
proteinas solubles se congelaron a -802C hasta su utilizacion. El sobrenadante del esputo se
almacend a -80°C hasta su analisis. Todas las muestras y estdndares se midieron por duplicado

y se utilizaron los valores medios para el analisis estadistico.

Los niveles de caspasa-1y de IL-18 en los lisados de tejido pulmonar y en el sobrenadante de
esputo, se midieron por ELISA tal y como se ha descrito en suero. La concentracién de IL-1
se determind por Luminex tal y como se ha descrito también en suero. Los ensayos de
determinacién de CASP-1, IL- 18 e IL-1B determinaron tanto la proforma como la forma

madura. Para evitar un sesgo a la baja, se empled un nivel nominal de la mitad del limite
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inferior de la cuantificacién en individuos con valores por debajo del limite inferior de

cuantificacion.

5.4.3 Actividad de caspasa 1 en sangre periférica
Se determind la actividad de caspasa-1 en células mononucleadas circulantes mediante

citometria de flujo utilizando carboxyfluorescein-YVAD-cmk (FLICA, Sigma Aldrich, EE. UU.),
tanto basalmente como tras la estimulacion con diferentes ligandos del inflamasoma NLRP3:
ATP, nigericina y CSM (Cigarette smoke medium). Se siguid el protocolo descrito por el

fabricante para la utilizacién del reactivo.

5.4.4 Expresion de mRNA de pulmdn
El RNA total fue extraido a partir de tejido preservado en RNAlater utilizando el minikit de RNA

Purelink (Invitrogen, Thermo Fischer Scientific, EE. UU.) y se sintetizd cDNA con transcriptasa
inversa Transcriptor (Roche, Mannheim, Alemania).

La concentracidn de RNA, su pureza e integridad se obtuvieron mediante espectrofotometria
utilizando Nanodrop (Thermo Fisher Sientific, EE. UU.) y el kit Eukaryote Total RNA nano
Bioanalyzer (Agilent Technologies, EE. UU.). La expresién de CASP-1, NLRP3, IL18, TGF TGF-B
1, CD68, CCL20 e IL1B se analizd por reaccion en cadena de polimerasa cuantitativa (QPCR) en
tiempo real (RTR, Roche, Mannheim, Alemania) en un LightCycler® 480 (Roche, Mannheim,
Alemania). CD4, CD69, IL6, IL8, IL2, ELANE e IL1A fueron amplificados utilizando SybrGreen
(Roche, Mannheim, Alemania) y los primers descritos en la Tabla 1 utilizando un LightCycler®
480 (Roche, Mannheim, Alemania). Se utilizé una mezcla de todos los cDNAs como calibrador
y se utilizé en todas las reacciones. Los resultados se expresan como la ratio de la expresion

de la muestra con la expresion GAPDH (RQ).
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Gene

GAPDH

IL6

ELANE

IL2

CD69

IL8

IL1A

CD4

Cebador

Fw
Rv
Fw
Rv
Fw
Rv
Fw

Rv

Fw
Rv
Fw
Rv
Fw
Rv
Fw

Rv

Métodos

Secuencia
TCTTCTTTTGCGTCGCCAG
AGCCCCAGCCTTCTCCA
GGCACTGGCAGAAAACAACC
GCAAGTCTCCTCATTGAATCC
CGTCTGCACTCTCGTGAGG
GAGGCAATTCCGTGGATTAG
AACTCACCAGGATGCTCACATTTA
TCCCTGGGTCTTAAGTGAAAGTTT

GGAGAGTGGACAAGAAAATGAT
AGGACAGGAACTTGGAAGGA
TCCTTGTTCCACTGTGCCTTG
TGCTTCCACATGTCCTCACAA
GAGATGCCTGAGATACCCAA
TAGTTCTTAGTGCCGTGAGTTT
GCGAAAACAGGAAAGTTGCAT
GTCAAATTTTTCTGGAGCTGAGT

Tabla 1 Cebadores utilizados para la cuantificacion de SybrGreen

5.4.5 Evaluacién de la activacion del inflamasoma
La presencia de oligdmeros de caspasa-1 y ASC se evaludé por Western blot utilizando el

anticuerpo anti-caspasa-1 sc-515 (Santa Cruz Biotechnology, CA, EE. UU.), que detecta los

fragmentos de caspasa-1 activa (10 kDa, p10) y del precursor inactivo no escindido (45 kDa,

p45), o el anticuerpo anti-ASC (AL177, Adipogen, Suiza), que identifica los mondmeros ASC (22

kDa) y los oligémeros cuando se emplean geles nativos. De manera resumida, se trasfirieron

20 pg del homogeneizado de tejido congelado o 20 pl del sobrenadante del esputo se

sometieron a SDS-PAGE (Mini-protean TGX gels, Biorad), y trasferidos a una membrana PVDF

de 0.2um (Biorad, EE. UU.), bloqueados con 5% de leche seca no grasa en PBS/Tween-20 0.3%
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(PBST) e incubados a lo largo de la noche a 4°C con un anticuerpo primario especifico a 1:1000
en el 5% BSA-PBST. Se lavaron los blots e incubaron en una dilucién 1:500 del anticuerpo
secundario HRP-goat anti-rabbit (Molecular probes, Invitrogen, EE. UU.) y Luminata Crescento
(Millipore, EE. UU.). Las sefiales de quimioluminiscencia se adquirieron en un equipo LAS4000

(Fujifilm, Japdén) y analizaron mediante image).

5.4.6 Distribucion de la caspasa-1 vy el ASC en tejido pulmonar
La distribucion de Caspasa-1 se determind por inmunohistoquimica usando el anticuerpo

AHP963 anti- caspasa-1 (Bio-Rad, California EE. UU.). En el caso de ASC, la distribucion se
evalud por inmunofluorescencia con un anticuerpo anti-ASC (AL177, (AdipoGen SA Suiza).

De manera resumida, las secciones de tejido fijadas con formalina en tejido embebido con
parafina fueron desparafinadas, rehidratadas y sometidas a un paso de recuperacién
antigénica, bloqueadas con 0.1% BSA (Sigma Aldrich, EE. UU.) y 1% de suero de cabra o mono,
lavadas e incubadas toda la noche a 42C con 1:200 de anticuerpos anticaspasa o 1:100 de
anticuerpo antiASC. Se detectd tincion especifica con anticuerpos secundarios biotinilados de
cabra anticonejo (BA-1000, Abd-Serotec, Kidlington, Reino Unido) seguido de un reactivo
Vectorstain ABC Elite y sustrato de peroxidasa DAB (Vector laboratories, Burlingame, EE. UU.)
y contratefiido con hematoxilina para la tincién de caspasa-1. Para la tincién secundaria de
ASC se utilizaron anticuerpos de mono anti-conejo Alexa-647 (Life technologies, EE. UU.) y las
[daminas fueron amontonadas con prolong Gold con DAPI (Life technologies, EE. UU.) y

analizadas en un microscopio confocal TCS-SP5 (Leica Microsystems, Alemania).

5.4.7 Respuesta funcional in vitro del inflamasoma NLRP3
Las células mononucleares periféricas (PBMCs) fueron aisladas mediante centrifugacion con

un gradiente de densidad Ficoll-Hystopaque (SigmaAldrich, EE. UU.) segun el protocolo de la
casa comercial. Posteriormente fueron re suspendidas a una densidad de 2x108 células/ml en
medio libre de suero optimem con glutamax (Invitrogen, EE. UU.) suplementado con
antibidticos (0,1mg/ml de penicilina y 100U/ml de estreptomicina (Sigma Aldrich, EE. UU.).
Posteriormente fueron incubados durante 6 horas a 372C con 5% de CO; sélo o tras la adicion
de 5 ul ATP (5mM), 2ul Nigericina (20ug/ml), o 2 ul of LPS (1 pg/ml). Se recogio el
sobrenadante y se utilizaron los niveles de Caspasa-1, IL1B, IL-1RA, NLRP3 e IL-18 secretados

como marcador de la activacion del inflamasoma NALP3 y se cuantificaron mediante un
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Métodos

ensayo de citocinas de acuerdo con las instrucciones del fabricante (MILLIPLEX MAG Cytokine
Magnetic Bead Panel). Se obtuvieron los niveles por duplicados y se utilizé el valor medio para

el analisis.

5.4.8 Microbiologia
Las muestras de esputo fueron cultivadas. Se considerd una agudizacion infecciosa si se

aislaron Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus viridans,
Pseudomonas aeruginosa o Citrobacter spp. Las determinaciones se hicieron en el servicio de
microbiologia. Adicionalmente, la deteccion de virus respiratorio se realizé mediante el array®
Pneumovir kit (CLART Pneumovir, Genémica, Espafia) basado en la PCR. La determinacion de
proteina C reactiva (PCR) se realizo en el Institut de Recerca en Ciéncies de la Salut Germans
Trias i Pujol, Badalona, Espafia. Se extrajeron los dcidos nucleicos (RNA) totales bacterianos y
viricos mediante el kit QlAamp Viral RNA Mini kit (Qiagen, Alemania) a partir de un volumen

inicial de 200 pl y con una elucién de 50 pl.

5.5 Analisis estadistico
Los resultados se muestran como media + desviacién estandar o mediana segun se indique.

Se utilizé la prueba de Kruskal-Wallis, seguido por el contraste post-hoc de Mann-Whitney
cuando fuera apropiado para comparar variables continuas entre grupos, mientras que las
variables categdricas se compararon empleando el test de 2. Los resultados durante la
AGUDIZACION vy la recuperacién se compararon mediante la prueba de Wilcoxon de pares
emparejados. Las correlaciones entre las variables de interés se exploraron usando la prueba
de Rho de Spearman. Se considerd una p menor de 0.05 (dos colas) como estadisticamente

significativa.
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Resultados

Los resultados de este trabajo fueron parcialmente publicados en el ERJ Open Research
(Anexo 6).

6.1 Papel del inflamasoma en la EPOC Estable
Como punto de partida se planted investigar el estado de activacion del inflamasoma y sus

citocinas asociadas en tejido pulmonar de pacientes con EPOC estable.

6.1.1 Tejido pulmonar

6.1.1.1 Caracteristicas generales de los pacientes a estudio
Se incluyeron pacientes de los tres grupos de estudio: 15 no fumadores, 15 fumadores con
funcion pulmonar preservada y 38 pacientes con EPOC con diferentes grados de severidad.

Sus caracteristicas generales se reflejan en la Tabla 2.

No Fumadores EPOC
fumadores

_ 66+1.4 60+2.0 62+1.2
_ 27.1+0.8 24.6+1.4 26.2+0.8
- 0 52.845.7*  61.3+4.7*
- O - o
_ 94.3+5.2 82.4+3.6  42.4+2.9*
_ 76.4+1.7 83.0+0.6  44.1+2.4*

Tabla 2 Caracteristicas clinicas principales de los pacientes con EPOC estudiados a nivel pulmonar.

Los datos se presentan como media+DE, salvo explicitamente sefialado. EPOC: Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica;

IMC: indice de masa corporal; FEV1%: forced expiratory volume in 1 s; #Los valores de FVC (forced vital capacity), FEV1% %

referencia y FEV1%/FVC son prebroncodilatacién en los no fumadores y fumadores y postbroncodilatacién en los pacientes
con EPOC. * p<0,05
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6.1.1.2 Expresion de caspasa-1 en tejido pulmonar

Inicialmente, en una seleccién de pacientes de los tres grupos a estudio (n=15 no fumadores,
n=15 fumadores y n=38 EPOC), se evalud la expresidon de caspasa-1 en tejido pulmonar
mediante. Se identificd expresidon de caspasa-1 en células del epitelio pulmonar y en células
inflamatorias (principalmente macroéfagos y linfocitos) (Figura 10). Se observé un patrén de

expresion de caspasa-1 similar en los pulmones de controles no fumadores y de pacientes con

EPOC.
A
No fumadores Fumadores EPOC
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Figura 10 a) Expresion de caspasa-1 en células del epitelio pulmonar y en células inflamatorias. b) Porcentaje de macréfagos
tefiidos por Caspasa-1 en los diferentes grupos de pacientes. No se observaron diferencias significativas

6.1.1.3 Expresion del inflamasoma a nivel de mRNA en pulmdn

Después de determinar que la caspasa 1 se encuentra en el tejido pulmonar en los tres grupos
de pacientes se procedié a evaluar la expresiéon de los componentes del inflamasoma y sus
citocinas asociadas en tejido de pulmdn. Para ello se utilizd RNA total aislado del tejido de
pulmén de los tres grupos de individuos a estudio, y se cuantificaron los niveles de expresidon

de mRNA de: NLRP3, Caspasa-1, IL-1R, IL-1RA, IL-18 por qPCR cuantitativa.
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Se observo que los niveles de mRNA de NLRP3 fueron significativamente superiores en los

pulmones de los pacientes con EPOC comparado con nunca fumadores y con fumadores con

espirometria normal (Figura 11), no se observaron diferencias para los demds componentes

del inflamasoma o las citocinas asociadas. La trascripcion de IL-1B tendia a aumentar en

fumadores y, todavia mas en pacientes EPOC estables comparados con no fumadores (figure

2a), aunque las diferencias no alcanzaron la significacion estadistica (test Kruskal-Wallis test,

p=0.06).
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Figura 11 Expresion Caspasa-1, IL18, IL-1RA, NLRP3 e IL-18 en tejido pulmonar.

No Fumadores Fumadores EPOC

Niveles de transcripcion relativa en tejidos de no fumadores, fumadores o pacientes con EPOC (cuantificacion relativa de los niveles de
mMRNA en relacién con la expresion de glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, normalizada entre muestras con un calibrador). Los
datos se presentan como datos individuales y mediana de expresion relativa, de 15 no fumadores, 15 fumadores y 38 EPOC; **: p<0.005.

Adicionalmente se observé que la mayor expresion de en NLRP3 en EPOC es independiente

del estado tabaquico del paciente (fumador activo frente exfumador) (Figura 12).
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Figura 12.La expresion de NLRP3 en pacientes con EPOC tanto fumadores activos como exfumadores.

6.1.1.4 Correlacidon con la limitacién al flujo aéreo

Se observd que la expresion de NLRP3, e IL-1 se correlacionaba con la severidad de la

limitacidn al flujo aéreo presente (Figura 13).
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Figura 13Correlacion de Spearman de los niveles de expresion del mRNA NLRP3 y de IL1B en el pulmon de
pacientes con EPOC estable con el volumen espirado en el primer sequndo (FEV1% % del tedrico).

Cada punto representa un paciente.

6.1.1.4.1 Correlacion de los componentes del inflamasoma y con otros mediadores
inflamatorios

Debido a que la activacidon del inflamasoma tiene un papel central en la regulacion de la

inflamacidn, se investigoé la correlacidon entre los componentes del inflamasoma vy diferentes

mediadores inflamatorios candnicos y no candnicos al inflamasoma (Figura 14A). Se observé
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una correlacién positiva entre los niveles de NLRP3: 1) con citocinas asociadas al inflamasoma
IL-1a, IL-1R8, y I1L-18 (Figura 5C); y 2) con IL-8, Neutréfilo Elastasa (ELANE), CCL20, IL-2 y CD68
(Figura 14 C). Indicando asi que otros tipos celulares (Neutrofilos y macréfagos) pueden estar
correlacionados con el nivel de expresion del inflamasoma NLRP3. Los niveles de los
mediadores estudiados solo fueron significativos entre grupos en el nivel de expresion de

CD68 (macrofagos) (Figura 14 B).
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Figura 14 Niveles de expresion de los mediadores relativos del inflamasoma y mediadores inflamatorios.
A) expresion de los niveles en relacion con GAPDH (RQ) de los siguientes mediadores inmunoldgicos: IL1, ELANE,
CCL20, IL2, IL6, TGF TGF-81, IL8, CD68, CD69 y CD4 en los tres grupos estudiados. Los resultados se presentan como
media#DE de los 15 no fumadores, 15 fumadores y 38 EPOC. B) correlacion de Spearman de mRNA NLRP3 con los

mediadores inmunoldgicos estudiados, los valores de p y Rho se muestran en el texto. Rojo indica una correlacion
positiva y verde indica ausencia de correlacion. NF: no fumadores; F: fumadores.

6.1.1.5 Expresion del inflamasoma a nivel proteico en tejido de pulmén
Tanto los componentes del inflamasoma como sus citocinas asociadas, estan regulados a nivel
de post-transcripcion. Por ello a continuacién se estudiaron sus niveles a nivel proteico en

tejido pulmonar.
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6.1.1.5.1 Niveles proteicos de IL-1B, IL-18, Caspasa-1 e IL-1RA
Los niveles de las proteinas IL-1B, IL-18 e IL1RA en tejido pulmonar estaban aumentados en
fumadores y pacientes EPOC comparados con los controles no fumadores, pero estas

diferencias solo alcanzaron la significacion estadistica en fumadores (Figura 15). Los niveles

de caspasa-1 no fueron diferentes entre grupos.
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Figura 15 Valores proteicos en tejido de pulmdn de Interleucina (IL)-186, IL-18, caspasa-1 e IL-1RA.

Se representa la media+ SD. *: p<0.05, **: p<0.005.

Al encontrar diferencias con los fumadores, se planted evaluar si en los pacientes con EPOC
habia diferencias segun el habito tabaquico. Pero como se muestra en la Figura 16, no
encontramos diferencias estadisticamente significativas entre pacientes EPOC en relacidon con

su hdbito tabdquico (activos frente a exfumadores). Estos resultados concuerdan con lo

observado a nivel de mRNA.
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Figura 16 Impacto del estado tabdquico de los pacientes con EPOC en los niveles de citocinas mediadas por el inflamasoma.
A) niveles de la proteina IL-1RA en tejido pulmonar de fumadores activos como exfumadores. B) niveles de la proteina IL-18

en tejido pulmonar de fumadores activos como exfumadores. C) niveles de la proteina IL-18 en tejido pulmonar de
fumadores activos como exfumadores.
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De manera similar, no se encontraron diferencias significativas entre los pacientes tratados

con y sin corticoides inhalados (Tabla 3).

EPOC con Cls EPOC sin Cls Valor p
CASP-1 12.68+8.85 9.79+7.23 0.479
IL-18 0.00035+0.0038 0.0005+0.00066 0.782
IL-18 1.313+1.368 1.18+1.26 0.442
IL-1RA 4.031+1.74 3.511+1.878 0.518

Tabla 3 Valores proteicos en tejido de pulmadn de Interleucina caspasa-1, IL-18, IL-18, e IL-1RA en funcidn de si los pacientes
recibian o no tratamiento con corticoides inhalado.

Cis: corticoides inhalados.

6.1.1.6 Activacién del Inflamasoma

Las caspasas son sintetizadas en forma inactiva, y necesitan un corte proteolitico para dar
lugar a la forma activa, que posteriormente es secretada a nivel extracelular. Tanto la tincién
en parafina como las determinaciones de ELISA reconocen tanto la forma activa como inactiva
de Caspasa-1. Por ello, a continuacidn, se cuantificé el nivel de caspasa-1 activa en tejido

pulmonar.

6.1.1.6.1 Caspasa-1 activa en pulmon

El analisis de Western Blot, con un anticuerpo capaz de diferenciar las dos subunidades de la
forma activa de Caspasa-1, mostré que, en el tejido pulmonar, la caspasa-1 se encontraba
mayoritariamente en su forma inactiva (p45) (Figura 17A). La banda correspondiente a la
subunidad pequefia activa de la caspasa-1 (p10) sélo se detectd en el 29% de los pacientes

EPOC, 20% de los no fumadores y 27% de los fumadores (Figura 17B).
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Figura 17 El inflamasoma no estd activado en la EPOC estable.

A) Representacion del andlisis Western Blot para casasa-1: el control positivo (+) en un lisado de células
mononucleares de sangre periférica humana tratado con nigericina 10 uM que es un activador del inflamasoma.
B) Los niveles de proteina caspasa-1 medidos mediante ELISA y la expresion relativa de mRNA medida con PCR
cuantitativa (QPCR) en muestras pulmonares de pacientes con EPOC. Los resultados se presentan como mediazDE
de 14 no fumadores, 15 fumadores y 38 EPOC

6.1.1.6.2 Oligdmeros de ASC

La activacion del inflamasoma comporta la formacion de oligdmeros de gran tamano de ASC.

Por Western Blot, se evalud la presencia de oligdmeros de ASC, observando que estaba

principalmente en estado monomeérico en pacientes EPOC y en no fumadores. También se

detectaron oligdmeros débiles para ASC en pacientes EPOC y en controles (Figura 18D). Las

especies oligoméricas de ASC fueron revertidas cuando las muestras se trataron con un agente

reductor previo a resolverse con SDS-PAGE (Figura 18D). De manera complementaria, los

oligdmeros de ASC se pueden observar por Inmunofluorescencia. En este estudio los

oligdmeros de ASC se detectaron en algunos macréfagos (Figura 18 ABC), pero la mayoria de

la inmunotincion de ASC se detecté como una tincién uniforme en el citosol de la célula,

correspondiendo a la forma monomérica de ASC.
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Figura 18 El inflamasoma no estd activado en EPOC estable.

A-B-C) Tincion de inmunohistoquimica de ASC (rojo) y del nucleo (azul) en muestras tisulares pulmonares
representativas de un paciente EPOC. A) células epiteliales alveolares y macrdfagos, B) células epiteliales
bronquiales y C) macréfagos. Las flechas en C) representan macréfagos con speck detectable de ASC. DAPI: 4',6-
diamidino-2-phenylindole. Escala de las barras: 36 um. D) Western Blot para ASC en representacion de las muestras
pulmonares de dos pacientes con EPOC, un no fumador (NS) y un fumador (S), denotando el ASC monomérico

(22kDa) y oligomérico (20 kDa). Los complejos oligoméricos ASC no se detectaron cuando las muestras se
procesaron mediante condiciones simplificadas.

6.1.2 Papel del inflamasoma en EPOC estable a nivel periférico
A continuacion, la contribucién del inflamasoma en la inflamacion sistémica de la EPOC, se

evaluo tanto en suero como por estimulaciones de PBMCs. Para ello, se utilizé tanto suero de
los pacientes analizados a nivel pulmonar, como una nueva cohorte de pacientes para la
determinacion de la funcidén del inflamasoma en células circulantes (PBMCs) a través de

estimulaciones. Los detalles de dicha poblacién se describen en la Tabla 4.
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No fumador Fumador Sano EPOC Estable

Numero 11 9 16
Edad 58,8 59,3 68,8 *
Genero (H/M) 7/4 3/4 12/1
Fumador (Si/No) 0/11 8/0 1/12
IMC 23 26 26,8
Charlson 0,22 0,13 1,3
FEV1% 100,51 95,58 45,04*

Tabla 4 Caracteristicas clinicas principales de los pacientes con EPOC estudiados a nivel periférico, subgrupo de
estimulaciones.

Los datos se presentan como media+DE, salvo explicitamente sefialado. EPOC: Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica;
IMC: indice de masa corporal; FEV1%: forced expiratory volume in 1 s; #Los valores de FVC (forced vital capacity), FEV1% %

referencia y FEV1%/FVC son prebroncodilatacion en los no fumadores y fumadores y postbroncodilatacion en los pacientes
con EPOC. * p<0,05

6.1.2.1 Niveles de caspasa-1y citocinas relacionadas en suero

En la mayoria de los casos el nivel de IL-1R8 fue menor a 0.1pg/ml (limite de deteccién del
método de cuantificacidn utilizado) y por tanto se considerd no detectable, por ello se utiliza
la concentracién de IL-1RA como marcador de la activacidn de inflamasoma ya que se secreta
en respuesta a la secrecidn de IL-1B8. La caspasa a nivel extracelular también se considera un
marcador de activacion del inflamasoma, ya que es liberada al exterior de la célula solo tras la
activacion del inflamasoma. La Figura 19A incluye las concentraciones de Caspasa-1, IL-1RA,
IL-18 en suero. No se objetivaron diferencias significativas en sus concentraciones en suero

entre grupos, aunque hay una clara tendencia a mayor expresién en pacientes con EPOC.
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Figura 19 A) Mediadores del inflamasoma en suero y B) su correlacion con los niveles de FEV1%%.

Se observd una buena correlacién entre los niveles en suero de Caspasa-1 y el grado de

limitacidn al flujo aéreo, y una tendencia con los niveles de IL-18 (Figura 19B).

Finalmente, en el conjunto de muestras que tenian tanto suero como tejido de pulmon se

pudo observar que

compartimentos (Figura 20).
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Figura 20 Correlacion de los marcadores del inflamasoma en sangre y tejido pulmonar.
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6.1.2.2 Niveles de Activacion del inflamasoma en sangre periférica

A continuacidn, se evalud la activacion del inflamasoma en linfocitos y monocitos de sangre
periférica en los tres grupos a estudio, tanto a nivel basal, como en respuesta a activadores
del inflamasoma como son ATP y Nigericina. No se observd una mayor capacidad de respuesta
a activadores de NLRP3 en pacientes con EPOC, pero de acuerdo con los resultados de
incremento de caspasa en suero periférica, si se observé una menor activacién basal del

inflamasoma en pacientes con EPOC (Figura 21).
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Figura 21 Actividad del inflamasoma en PBMCS.
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6.2 Inflamasoma en EPOC Agudizado

6.2.1 Caracteristicas generales de la muestra
Se incluyeron 56 sujetos del total de 86 pacientes del estudio ECOS. La seleccidon se hizo en

base a poder disponer de muestra de esputo y plasma para su analisis(128). Los pacientes
fueron reclutados en fase de agudizacién durante las primeras 72 horas de su hospitalizacion,
y 41 de ellos fueron revalorados tres meses después durante la fase de estabilidad. Sus
caracteristicas generales se reflejan en la Tabla 5. En lineas generales se trata de pacientes
con un indice acumulado tabaquico importante, la mayoria todavia fumadores activos y con
una limitacion al flujo aéreo en grado severo. Durante los episodios de agudizacidon se observé
un incremento de la inflamacién con presencia de leucocitosis, neutrofilia, linfopenia y

elevacién de la PCR (Tabla 6).

Agudizacidn Recuperacion Valor-p

Sujetos 56 41 ns
Edad en aios 68.9+1.2 68.1+1.3 ns
IMC kg-m™2 26.5+0.8 26.3+0.8 ns
indice tabaquico acumulado 72.9+4.8 72.745.3 ns
Estado tabaquico ex/activo 21/35 19/29 ns
FEV1%* 44.4+2.8 44.4+2.8 ns
FEV1/FVC %* 46.712.0 47.1+2.3 ns
Leucocitos x103 pL? 11.59+0.47 8.67+0.3 <0.0001
Neutréfilos x103 pL™? 85.4+1.3 62.6+1.6 <0.0001
Linfocitos x103 pL? 9.3+0.6 24.35+1.0 <0.0001
Proteina C Reactiva mg-dL™ 6.5+0.9 1.1+0.3 <0.0001

Tabla 5 Caracteristicas generales de los pacientes estudiados durante la agudizacion.

Los datos se presentan como media+DE, salvo especificacion. Los datos se compararon usando la prueba de Mann-Witney.
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AGUDIZACION RECUPERACION VALOR

P
SUJETOS 56 41

LEUCOCITOS 11.59+0.47 8.67+0.3 <0.0001
x103 ML-1

NEUTROFILOS 85.4+1.3 62.6+1.6 <0.0001
x103 ML-1

LINFOCITOS 9.3+0.6 24.35+1.0 <0.0001
x103 ML-1

PROTEINA C 6.5+0.9 1.1+0.3 <0.0001
REACTIVA

MG-DL-1

Tabla 6 Niveles de leucocitos, neutrdfilos, linfocitos y proteina C reactiva durante la agudizacion y en la recuperacion.

Los datos se presentan como n o media + SEM, a menos que se indique lo contrario. Los datos se compararon mediante una
prueba de Mann-Witney. FEV1%: forced expiratory volume in 1 s

6.2.2 Mediadores del inflamasoma: Agudizacién vs Recuperacion
En toda la muestra de pacientes con EPOC estudiada la concentracién de caspasa-1, IL-1B e IL-

18 liberadas en esputo y en plasma fueron similares durante la agudizacién y durante la

recuperacioén (Figura 22).
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Figura 22 Mediadores del inflamasoma en esputo y plasma de pacientes durante la agudizacion y estabilidad.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas.

6.2.3 Correlacion entre marcadores en plasmay suero

Al igual que en las determinaciones en pulmdn y suero hechas en pacientes estables descritas

anteriormente, en este punto se investigd la relacidon entre los niveles de mediadores del
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inflamasoma en esputo y plasma en fase de agudizacién. Encontramos una relacion
significativa entre los niveles plasmaticos y de esputo para caspasa-1 (Rho 0.291, p=0.035) y

para IL-1B (Rho 0.335, p=0.012) durante la agudizacién (Figura 23).
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Figura 23 Correlacion de los mediadores del inflamasoma en suero y esputo en fase de agudizacién

6.2.4 Correlacién entre los distintos marcadores de activacién del inflamasoma
Encontramos una correlacion significativa y positiva entre la mayoria de los marcadores de la

activacién del inflamasoma (Tabla 7).

Tabla 7 Valores de Rho en las relaciones entre distintos marcadores de activacion del inflamasoma

6.2.5 Marcadores de inflamasoma segun la naturaleza de la agudizacién
En las agudizaciones infecciosas de EPOC el 53% de los casos mostraron un origen virico, el

41% fueron bacterianas y sélo el 6% mostraron ambas causas. Se considerd la agudizacién

como no infecciosa cuando tanto la PCR virica como el cultivo bacteriano fueron negativos.
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Origen Infeccioso

= Bacteriano
= Virico

Mixto

Figura 24 Distribucion de las agudizaciones infecciosas en funcion de su etiologia

6.2.6 Niveles de caspasa-1, IL-1B e IL-18 en esputo
Observamos que las concentraciones en esputo de caspasa-1, IL-1B, IL-1RA e IL-18 fueron

significativamente mayores cuando la infeccion estaba presente (Figura 25).
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Figura 25 Niveles de mediadores del inflamasoma segun el tipo de agudizacion

. *: p<0.05; **: p<0.01

Debido a que el nimero de pacientes con infeccidn virica o bacteriana pura era muy pequeiio

no se pudo comparar el efecto de ambas por separado en el incremento de mediadores del

inflamasoma.
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6.2.7 ASC
Durante la agudizacidon de EPOC detectamos ASC oligomérico en esputo, un marcador de la

activacion del inflamasoma, indicando que los oligdmeros extracelulares de ASC estan
presentes durante la agudizacion de EPOC. Como control metodoldgico, mostramos que estos

oligdmeros de ASC desaparecieron cuando las muestras se redujeron antes del analisis (Figura

26).

c) Reduced Nonreduced

MK B-5 B-2 B-3 B-5 B-2 B-3
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80 == ‘
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20
Figura 26 Western blot representativo de ASC para muestras de esputo de paciente agudizados.

Denotan los complejos ASC oligoméricos, un sello distintivo de la activacion del inflamasoma. Los complejos oligoméricos
ASC no se detectaron cuando las muestras se procesaron mediante condiciones simplificadas. MK: marcador

6.3 Capacidad funcional de respuesta a ligandos infecciosos y activacién del

inflamasoma
Para medir la respuesta funcional in-vitro a los agonistas del inflamasoma, asi como a

diferentes estimulos viricos y bacterianos de la respuesta inmune innata, se aislaron PBMCs
de controles y pacientes en fase de agudizacion y estabilidad. Los PBMCS fueron estimulados
con ligandos del inflamasoma, TLRs y NLRs, y medidas las concentraciones de distintas
citocinas en el sobrenadante del cultivo. Para estos experimentos se reclutaron
prospectivamente en nuestro hospital los pacientes detallados en la Tabla 8. Los pacientes
reclutados durante la agudizacidn fueron visitados 3 meses post alta, una vez en fase de
estabilidad.

Brevemente los pacientes con EPOC eran mayores que el resto de los grupos y sin diferencias

en la distribucion por sexos y el IMC.
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Numero

Edad

Genero

(H/M)

Fumador

(Si/No)
IMC
Charlson

FEV1%

Papel del Inflamasoma en la EPOC estable y agudizada

Control  Fumador EPOC EPOC Agudizados
Sano Estable Agudizado estabilizados
11 9 16 10 7
58,8 59,3 68,8 * 64,9 64,7
7/4 3/4 12/1 8/2 5/2
0/11 8/0 1/12 5/5 5/2
23 26 26,8 28 28,9
0,22 0,13 1,3 1,8 2,14
100,51 95,58 45,04° 44,33% 44,16%

Tabla 8 Caracteristicas generales de la muestra incluida para el estudio de la Capacidad funcional de respuesta a ligandos

infecciosos y activacion del inflamasoma. *P<0,05

* EPOC estable vs. Controles. S EPOC estable vs. Control; & EPOC agudizado vs. Control; % EPOC agudizado y estabilizado vs.

Control. FEV1%: forced expiratory volume in 1 s

6.3.1 Respuesta a Ligandos de Inflamasoma
Inicialmente se testd la capacidad de respuesta de los PBMCS a los agonistas del inflamasoma

NLRP3 (i.e. ATP y Nigericina). Incluyendo los 5 grupos a estudio no se observaron diferencias

significativas en la comparacion de las medianas (Figura 27). Si se observé que el inflamasoma

era mas capaz de responder a ATP en los pacientes estabilizados, indicando que el

Inflamasoma ya habia estado activado durante la agudizacidn, y por ello presentaba menor

capacidad de respuesta (Figura 27). Esta observacién esta de acuerdo con el incremento de

caspasa en suero observado, y en los menores niveles de activaciéon de caspasa-1 en PBMCs.
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Figura 27 Capacidad de respuesta del inflamasoma medida como produccion de IL-1f3 en los diferentes grupos a estudio.

C= control; F= fumador; E: EPOC estable; A: EPOC agudizado; AE= Agudizado tras estabilizacion
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Figura 28 Diferencias en la produccion de IL-1f8 en respuesta a Agonistas del inflamasoma en agudizacion vs. Estabilidad.

*P<0.05 Agudizados vs. Estabilizados ATP

6.3.2 Respuesta a Agonistas de TLRs y NLRs.
Dada la observacién de una diferente respuesta del inflamasoma en funcidn de la tipologia de

la agudizacion, se explord la capacidad de respuesta a antigenos viricos y/o bacterianos via

TLRs y NLRs (especificamente NOD1 y NOD2).
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6.3.2.1 Produccion de IL-118

Sin estimulacién (medio) no se observaron diferencias significativas en la produccién de IL-18
entre los diferentes grupos.

Si se obtuvieron diferencias entre grupos en la produccién de IL-1R tras la estimulacion de
PBMCs con C12-IE-DAP (estimulador via NOD1) y MDP (estimulador via NOD2), pero no con
LPS (TLR 4), PAM 3CSK4 (TLR1/2) y flagelina (St-FLA, TLR5) (Figura 29). Tanto para los agonistas
de NOD1 como NOD2, se observd una disminucion de la capacidad de producciéon de IL-1R
durante la agudizacidn respecto a la fase estable, que fue recuperada posteriormente, aunque

siendo solo significativo el cambio en el caso de los agonistas de NOD2 (Figura 30).

Medio LPS Pam3 St-FLA iE-DAP MDP
10000 ' | | '
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Figura 29 Diferencias en la produccion de IL-1f3 en respuesta a Agonistas de TLRs, NOD1 y NOD2.

**=p<0.001 Agudizados vs. Estables
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Figura 30 Diferencias en la produccion de IL-1f8 en respuesta a Agonistas de NOD1 y NOD2.

*=P<0.05 Estables vs. Agudizados MDP

6.3.2.2 Produccion de IL-6

Se observaron diferencias en la produccion de IL-6 entre grupos en situacidon basal y tras
estimulacion con LPS, St-FLA, IE-DAP y MDP. En todos los casos fue debido a una menor
produccién de IL-6 de los PBMCs obtenidos de pacientes agudizados tras la estimulacion con
los diferentes agonistas, aunque solo se observaron diferencias significativas con C12-IE-DAP
(estimulador via NOD1), MDP (estimulador via NOD2), flagelina (St-FLA, TLR5). En este caso se
observé una recuperacion de la capacidad de produccidn de IL-6 tras la estimulacidn en la fase

de recuperacién, que no fue significativa para ninguno de los estimulos (Figura 31).
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Figura 31 Diferencias en la produccion de IL-6 en respuesta a Agonistas de TLRs, NOD1 y NOD2.

*=P<0.05 **=P<0.001 Agudizados vs. Estables

Produccion de TNF-a

No se obtuvieron diferencias en los niveles de TNF-a entre los distintos grupos tras la

estimulacion con distintas sustancias (Figura 32).
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Figura 32 Diferencias en la produccion de TNF-a en respuesta a Agonistas de TLRs, NOD1 y NOD?2.

6.3.2.4 Produccion de distintas citocinas en funcion del grado de obstruccion

Finalmente se observé una mayor produccion de IL-1 tras la estimulacién con C12-iE-DAP en
los pacientes con EPOC y una limitacion al flujo aéreo mas severa tras la administracién de
c12-iE-DAP.

La mayor produccién de IL-18 en GlII-IV se dio solo en respuesta a estimulos procedentes de

bacterias Gramnegativas (Figura 33).
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Figura 33 Diferencias en la produccion de IL1f3 en respuesta a Agonistas de TLRs, NOD1 y NOD2 en pacientes EPOC con

obstruccion moderada vs. Severa y muy severa, ** p<0.01
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7.1 Principales resultados
Los resultados principales que este estudio muestra se resumen en los siguientes puntos:

1. Observamos un incremento en el mMRNA de NLRP3 e IL-1 B en el tejido pulmonar de los
pacientes con EPOC estable comparados con controles, dicho incremento esta
directamente correlacionado con el nivel de FEV1%. Pero no observamos diferencias a
nivel proteico, y tanto la caspasa-1 como ASC se encontraban mayormente en sus
formas inactivas. Estos resultados sugieren que en la EPOC estable el inflamasoma
NLRP3 esta pre-activado, a nivel pulmonar. Es decir, listo para ser activado por una
segunda sefal, pero no activo.

2. Durante las agudizaciones infecciosas de la EPOC encontramos a nivel extracelular
(esputo) niveles incrementados de: caspasa 1 y la ASC oligomérica y las citocinas
asociadas (IL-1B e IL-18), indicando que el inflamasoma estd activo en estas
circunstancias. Asi, es probable que en este escenario el episodio infeccioso sea la
segunda sefial que determina la activacion del inflamasoma.

3. Hay diferencias en la capacidad de respuesta celular a los agonistas de NLRs y TLRs en
fase de estabilidad y agudizacion. En las agudizaciones, observamos una menor
actividad intracelular y mayor cantidad de caspasa-1 extracelular, indicando una
menor capacidad de respuesta debido a que ya ha sido activado de manera reciente,
gue se recupera en la fase de estabilidad.

4. Finalmente, observamos que, en los pacientes con EPOC estable, la mayor capacidad
de respuesta de los linfocitos circulantes, a antigenos de bacterias gramnegativas se

asociada a la severidad del flujo aéreo.

7.2 Estudios previos
Los inflamasomas forman una familia de complejos proteicos intracelulares multiméricos que

la mayoria de las veces incluyen un NLR como molécula sensora y, en algunos casos, una
proteina adaptadora asociada a apoptosis speck-like que contiene un dominio de
reclutamiento de caspasa (ASC) y procaspasa 1 (83,91). El inflamasoma mejor caracterizado
es el NLRP3, que se activa en respuesta a diferentes patdgenos, particulas y sefiales de peligro

(83,91). La activacion completa del inflamasoma NLRP3 requiere dos pasos biolégicos

81



secuenciales. El primero (paso de cebado) incrementa los niveles de pro-IL-1B y la trascripcidn
de NLRP3, y el segundo (paso de activacidon) induce el plegado del inflamasoma activando la
caspasa-1 y procesando vy liberando las citocinas proinflamatorias IL-1B e IL-18 (83,91). El
cebado esta relacionado con la presencia de inflamacién o sefiales de peligro o dafio mientras
que la activacién sélo ocurre tras la exposicion a sefales de peligro especificas (133). La
activacion conlleva la oligomerizacion del NLRP3 con ASC, en un gran complejo tipo-fibra
llamado “speck” que puede detectarse mediante inmunofluorescencia o mediante unién
cruzada de ASC en Western blots(90). Generalmente los niveles de mRNA de NLRP3 e IL-1P se
consideran marcadores de cebado de la inflamacidén, mientras que la oligomerizacion del
NLRP3 y ASC y la presencia de caspasa-1 activa son marcadores de la activacion del
inflamasoma (88,95-97,103,134).

Alo largo de los ultimos afios, el conocimiento sobre la funcién del inflamasoma en diferentes
condiciones inflamatorias ha aumentado de manera exponencial, principalmente como
resultado de estudios en ratones knockout, ensayos celulares in vitro y el analisis
molecular/funcional de las enfermedades autoinflamatorias producidas por la deficiencia de
estos genes en humanos (85,101,135). Aqui hay que comentar que los resultados de esta tesis
fueron obtenidos y publicados en el afio 2016, siendo pioneros en este campo en las
enfermedades respiratorias, cuando muchos estos estudios posteriores que han citado
nuestro trabajo no estaban publicados. A continuacion, se detallan las principales asociaciones

descritas hasta el momento.

7.2.1 Inflamasoma, tabaco y modelos animales
La relacion del inflamasoma y el tabaco es controvertida. En modelos animales, la inhalacion

experimental de tabaco conjuntamente con inhibidores de caspasa-1 desciende de manera
significativa la inflamacion de la via aérea (111) lo que podria indicar un posible papel del
inflamasoma en la patogénesis de la EPOC. Aun asi, el extracto de cigarrillo (CSM) aplicado
directamente en las células no activa el inflamasoma(136), sino que lo inhibe, por lo que la
activacion del inflamasoma en los modelos animales, puede deberse a un dafio secundario
mediado por el tabaco. De manera contradictoria, otro grupo demostrd que la estimulacion
de PBMCs con particulas ultrafinas procedentes de fumadores, liberaron niveles mas elevados

de citocinas dependientes del NLRP3. (137).
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En concordancia con estas observaciones, los ratones NLRP3 knockout expuestos al humo de
tabaco muestran niveles mas bajos de inflamacion. Este descenso se ha asociado a la menor
activacion de caspasa-1 y la consecuente liberacion reducida de IL-1B/IL-18 y el influjo de
neutrdfilos en el BAL(138). También se ha observado una mayor concentracion en el BAL de
oligémeros de ASC de los ratones expuestos a tabaco(98). Este estudio postula que dichos
oligdmeros generan una amplificacion de la respuesta inflamatoria de manera dependiente
del inflamasoma. Complementariamente, Pauwels et al. demostraron que la inflamacién
pulmonar en ratones expuestos al humo de tabaco era dependiente de IL-1R1 y podria estar
significativamente atenuada mediante la neutralizacion de IL-1a o IL-1B(139). En este caso, la
inflamacién producida por el humo del tabaco era independiente de la activacion de IL-1f a
través del eje NlIrp3/caspasa-1(139), en concordancia con las observaciones de inhibicion de
NLRP3 por parte de CSM.

Otro estudio llevado a cabo en ratones expuestos al humo de tabaco (140) mostro la
importancia de IL-1a y su receptor andlogo IL-1R1 en la inflamacién de la via aérea inducida
por el humo del tabaco y en la agudizacion del proceso inflamatorio durante la infeccion viral.
Demostrd que esta respuesta era dependiente de caspasa-1y, por tanto, independiente de la
sefial IL-1B de su receptor.

A nivel pulmonar, las células que expresan niveles elevados de mRNA de NLRP3 son los
macroéfagos alveolares, las células dendriticas y las células epiteliales(141). En todos estos
tipos celulares, se puede inducir una respuesta proinflamatoria por determinados estimulos
(por ejemplo tras el dafio celular inducido por el humo del tabaco)(142) . En esta linea, en un
modelo animal de agudizacion de EPOC inducida por tabaco, la neutrofilia era dependiente de
la liberacién de IL-1B/IL-18 (de manera dependiente de NLRP3/ASC y caspaseal/11); mientras
que IL-1a parecia dependiente de caspasa 1/11 independientemente de IPAF, AIM2 y
NLRP3(143), implicando la dependencia de otros inflamasomas(86,143).

La IL-18 es otra interleucina que se activa a través del inflamasoma NLRP3. Su sobreexpresion
via induccion de Caspasa-1/11 mediante humo de tabaco en modelos pulmonares murinos
produce inflamacidon pulmonar, enfisema y remodelamiento de la via aérea y parece estar
ligada a la sobre expresion via induccidn de caspasa 1/11 por el humo de tabaco que conlleva
al desarrollo en pulmones murinos de inflamacién, enfisema y remodelacion de las vias aéreas
pulmonares(144,145). Asi, los ratones IL18Ra knock out no muestran inflamacién ni enfisema

comparado con ratones salvajes y estdn parcialmente protegidos frente al dafno pulmonar
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producido por el tabaco(144). Es mas, la expresiéon de IL18 en ratones expuestos al humo del
tabaco se asocia con células CD4+/CD8+/CD19+/NK1'* que contribuyen al desarrollo de
enfermedad pulmonar similar a la EPOC(145).

Asi, en resumen, los modelos animales de EPOC inducida por tabaco muestran que el
inflamasoma NLRP3 y sus citocinas asociadas, juegan un papel en el desarrollo de la

inflamacidn, aunque no esta claro cual es el estimulo que inicia la activacion del inflamasoma.

7.2.2 Inflamasomay EPOC
En pacientes con EPOC, en contraste con nuestros resultados, Franklin et al. con un niumero

limitado de individuos (n=4), observaron en el BAL oligdmeros de ASC, lo que indicaria una
activacion de caspasa-1 y del inflamasoma en fase estable, pudiendo ser esta activacion
responsable de la liberacion de IL-1B (98). Cabe decir que el nUmero de pacientes estudiados
impide poder generalizar los resultados, de hecho, nosotros observamos caspasa-1 activa en
tejido de pulmdn en un 29% de los pacientes, no en todos. Nosotros demostramos que el
mMRNA pulmonar vy los niveles de proteina caspasa-1 (tanto total como activa) eran similares
entre fumadores, no fumadores y pacientes con EPOC. Sin embargo, el mMRNA de NLPR3 era
mas elevado en pacientes con EPOC. En contraste con estos datos, Di Stefano et al. (146) no
encontraron relaciéon entre NLRP3, caspasa 1 e IL-1B cuando compararon pacientes EPOC
estables con fumadores. Cabe decir que en su estudio los niveles de NLPR3 fueron medidos
por inmunohistoquimica, mientras que nosotros medimos los mediadores de mMRNA
indicadores del estado de cebado del inflamasoma.

Otros estudios han reportado niveles mas elevados de IL-1B en muestras de esputo e IL-1a en
muestras de tejido de pulmdn de pacientes con EPOC cuando se comparaban con sujetos
nunca fumadores(147,148) sugiriendo que no sdlo deberia considerarse la IL-1B sino también
la IL-1a como un marcador importante en la inflamacién inducida por humo del tabaco en
pacientes con EPOC(139), destacar que la IL-1 es una citocina que puede procesarse
independientemente del inflamasoma(120).

Por otro lado, los niveles de IL-18, asi como la expresion de IL-1Ra en linfocitos CD8 son
significativamente superiores en esputo y en células sanguineas periféricas de pacientes con
EPOC, comparados con sujetos sanos fumadores y no fumadores, lo que sugiere que el sistema
IL-18/IL- 1Ra estd involucrado en la fase estable de la enfermedad(149). Sin embargo, la

concentraciones de IL18 en el BAL son similares entre pacientes EPOC, fumadores y no
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fumadores (146), aunque nosotros si observamos algunas discrepancias en la transcripcién
del mRNA de IL-18 entre estos sujetos. En contraste, algunos estudios han demostrado que la
produccién de IL-18 por células T CD8+ se incrementaba en los pulmones de pacientes con
EPOC (150) y la IL-18 se expresaba en el 80% de las células del epitelio bronquial y alveolar,
incluyendo macréfagos pulmonares(151). Por tanto, existen controversias en este campo,
sobre todo debidas a temas técnicos y/o la naturaleza de las muestras bioldgicas relacionadas
con EPOC. La mayoria de estos estudios, sin embargo, tienen tamafios muestrales limitados y,
de manera contraria a nuestro estudio, no analizaron si el inflamasoma estaba primado o
activado. Debe tenerse en cuenta, igualmente, que los pacientes con EPOC suelen estar en
tratamiento corticoideo, lo que podria reducir la actividad IL1 B debido a una mayor induccién
de IL-1RA(152). Adicionalmente, la carga microbiana y el estatus de colonizacion de estos
pacientes en fase estable no ha sido reportado en todos estos estudios, pudiendo ser también

causa de las inconsistencias observadas.

7.2.3 Inflamasomay exacerbaciones de la EPOC

En relacién con las agudizaciones de la EPOC, nuestro trabajo fue el primero en reportar una
activacion del inflamasoma a nivel pulmonar en los episodios de origen infeccioso, que se
evidenciaba por un incremento de IL-18, IL-18, Caspasa-1 y oligédmeros de ASC en esputo. Un
trabajo posterior encontrd niveles significativamente mas altos de ARNm de NLRP3, Casp-1,
ASC, IL-18, IL-1B y niveles mas altos de IL-18 e IL-1 en pacientes con agudizacidn comparados
con fumadores. Vieron ademas que estos mediadores del inflamasoma NLRP3 disminuyeron
significativamente cuando los pacientes con EPOC del mismo grupo se estabilizaron
clinicamente. Estos resultados concuerdan con los reportados en nuestra poblacién de

estudio.

7.3 Interpretacioén de resultados
En linea con estudios previos que mostraban una asociacién de IL-1B con la EPOC(153-155),

nosotros encontramos una transcripcion incrementada en los pulmones de los pacientes con
EPOC estable. De manera afiadida, también encontramos que la expresion de mRNA del
NLRP3 se correlaciona de manera positiva con la severidad a la limitacion al flujo aéreo y con

la expresion del mRNA de IL-1a, IL-18, IL-1B, IL-8 y neutrdfilo elastasa. Sin embargo, no
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encontramos que Caspasa-1 esté en su forma activa durante la fase estable de la enfermedad.
Estos resultados se encuentran en linea con los reportados por Di Stefano et al.(156) , pero en
contra de los de Eltom et al.(156) , que mostraron un aumento en la actividad de caspasa 1 en
tejido pulmonar de pacientes con enfisema. Aunque observamos niveles aumentados de las
proteinas IL-1B and IL-18 en fumadores activos con espirometria normal, el tabaquismo activo
no influyd en los niveles de estas proteinas en pacientes con EPOC. De manera similar, estos
resultados sugieren que la produccién de IL-1B e IL-18 se produce por un mecanismo diferente
en esta situacion, por ejemplo, en asociacién con la actividad de la Neutroéfilo elastasa. Cabe
destacar que ninguno de los estudios anteriores ha analizado si el inflamasoma estaba
primado o activado, ni si sus citocinas estaban en la forma activa, como hemos hecho nosotros
en este trabajo.

Las agudizaciones de EPOC, segun las define la ERS se caracterizan por disnea, tos y produccién
de esputo con un impacto negativo en la calidad de vida de los pacientes, provocando la
progresién de la enfermedad, ingresos hospitalarios y aumento de la mortalidad. Estos
sintomas son dependientes de mediadores proinflamatorios, por ejemplo la bradikinina, cuyo
receptor B1R esta aumentada e inducida por IL-1B y LPS(157). El estudio de Di Stefano et al.
sugeria (en andlisis llevado a cabo por inmunohistoquimica) que este complejo multimérico
podria jugar un papel clave durante la fase de estabilidad de la enfermedad, como sugiere la
ineficacia del Canakinumab, que es un anticuerpo bloqueante de IL-1B3, en pacientes EPOC
estables(79). Nuestros resultados indican que en fase estable hay una preactivacion de las
citocinas asociadas al inflamasoma, y que en las agudizaciones infecciosas se da la segunda
sefal necesaria para activar el inflamasoma. Podria pensarse que el papel del inflamasoma
durante las agudizaciones de la enfermedad podria deberse a una mayor liberacién de ATP,
estrés oxidativo y de los antigenos viricos y bacterianos. Todos estos factores, activan el
inflamasoma y es plausible que sean la segunda sefial necesaria para la produccidny liberacion
de IL-1R e IL-18 activas.

En este respecto, cabe destacar también el posible papel del microbioma. Se sabe que los
pacientes EPOC poseen un 25% de bacterias durante la fase de estabilidad de la enfermedad
gue aumenta a un 50% durante las agudizaciones, lo que explicaria la mayor tasa de
infecciones que pueden llevar a la agudizacion. Entre las bacterias se detectan H. influenza, S.
pneumoniae, Moraxella Catarrhalis. De manera similar, las infecciones virales se encuentran

en el 10% de los pacientes estables comparado con el 30-60% en pacientes severos o
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exacerbados. Por tanto, parece plausible que el reconocimiento de estas bacterias y virus a
través de PRRs lleve a la segunda sefial necesaria para la activacion del inflamasoma con la
posterior liberacion de IL-1 B en el esputo y tejido pulmonar de pacientes EPOC
exacerbados(122). Asi, nosotros describimos, por primera vez, que el inflamasoma se activa
en los pulmones humanos durante las agudizaciones infecciosas de EPOC. Esto se evidencid
por un aumento en las concentraciones en esputo de caspasa-1, IL-1B e IL-18 que se
observaron durante las agudizaciones infecciosas de la enfermedad (comparado con las no
infecciosas).

El hecho de que encontraramos estas citocinas en el sobrenadante del esputo indica que estas
proteinas se habian liberado de las células, sugiriendo que corresponden a sus formas
activas(95,96). En consonancia con esta interpretacion se encuentra el hecho de que
encontramos oligédmeros de ASC en esputo durante las agudizaciones infecciosas de EPOC. El
hecho de que se han observado células sin particulas oligoméricas de ASC en el BAL en
pequefias series de pacientes con EPOC apoya aun mas estos hallazgos(158).

Finalmente, nuestros resultados también concuerdan con los reportados por Bafadhel et
al.(36) que identificaban diferentes patrones de respuesta inflamatoria durante las
agudizaciones de EPOCy mostraban que el biomarcador que mejor identificaba la agudizacion
de origen bacteriano era la concentracion de IL-1B. Se deberia investigar de manera mas
concisa si esta respuesta del inflamasoma durante las agudizaciones infecciosas juega un
papel protector o dafiino. Los resultados de nuestro estudio muestran que el inflamasoma
juega un papel inductor o si es un dafio colateral de las mismas. Los resultados de nuestro
estudio muestran que el inflamasoma juega un papel en la respuesta inflamatoria de las
agudizaciones infecciosas de EPOC, sugiriendo que una inhibicion de la sefializacién via
mediante Canakinumab podria ser beneficiosa para contrarrestar el incremento de citocinas
gue se ha reportado en las agudizaciones, y que puede desencadenar el dafio pulmonar y
pérdida de funcién observados tras los episodios de agudizacion.

En este sentido nuestros resultados de estimulaciones de PBMCs, también nos indican que en
la fase de agudizacion ya se ha activado el inflamasoma, pues su capacidad de respuesta a la
estimulacion in vitro es menor, y se recupera cuando los pacientes alcanzan la fase de
recuperacién. Una limitacién importante de estas observaciones es que los pacientes durante
la agudizacion fueron tratados con corticoides, lo que podria haber inducido una menor

capacidad de respuesta del inflamasoma in vitro. Aun asi, nuestras pruebas in vitro con
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estimulacion de PBMCs con agonistas del inflamasoma en presencia de metilprednisolona no
mostraron una disminucion directa de la capacidad de respuesta del inflamasoma (Anexos 7
y 8).

Finalmente, nuestro trabajo sugiere que, en pacientes estables, en relacion con la gravedad
del flujo aéreo hay una mayor capacidad de produccidn de IL-11 frente antigenos reconocidos
por TLR4, NOD1 y TLR5. Estos receptores son mayoritariamente responsables de responder a
PRR provenientes de bacterias gramnegativas, y se pueden encontrar en proteobacterias que
se han reportado asociadas a la disbiosis que se observa en la EPOC. En este sentido, nuestros
resultados preliminares indicarian un posible efecto sistémico de esta disbiosis, que se tendria
que comprobar en un estudio posterior que incluyera la determinacion del microbioma

pulmonar y el analisis de las manifestaciones sistémicas.

7.4 Fortalezas y Limitaciones
Este es el estudio mas extenso dirigido a investigar la participacion del inflamasoma NLRP3 en

muestras de tejido pulmonar de pacientes con EPOC (y controles apropiados) y el primero en
demostrar su potencial participacidon durante los episodios de agudizacién.

Tiene, sin embargo, algunas limitaciones. Debido a limitaciones clinicas, fuimos incapaces de
obtener todas las mediciones en todos los pacientes y las muestras de tejido pulmonar no
fueron accesibles durante las agudizaciones. Las muestras sanguineas y de esputo durante las
agudizaciones se recogieron durante las primeras 72 horas de la hospitalizacidn, pero no fue
posible obtener informacidn al alta o durante su recuperacion. Finalmente la definicién de
agudizacién que empleamos (basada en cultivo bacteriano y/o gPCR virica), aunque se ha
empleado previamente en otros estudios (36) puede llevar de manera potencial a sobre o

infra diagnostico.

7.5 Implicaciones clinicas
Nuestro estudio sugiere que la regulacion del inflamasoma farmacolégica durante los

episodios de agudizacion, podria resultar en un descenso de la inflamacion durante las
agudizaciones infecciosas. Hasta el momento, se han llevado a cabo algunos ensayos clinicos
randomizados en pacientes con EPOC estable (en estadios moderados y severos) que tenian

como diana los efectores relacionados con el inflamasoma (es decir, IL-1a e IL-1B).
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Como informa ClinicalTrials.gov, de 2007 a 2011 Novartis lanzé un estudio fase 1/2
(NCT00581945; estudio exploratorio, randomizado, doble ciego, controlado con placebo) para
evaluar la severidad y tolerabilidad y eficacia de multiples dosis de Canakinumab, un
anticuerpo monoclonal anti- IL-1B(159), versus placebo administrado via intravenosa. Se
evalud la funcidén pulmonar de los pacientes con EPOC. Desafortunadamente los resultados
de estos ensayos clinicos no mostraron diferencias estadisticamente significativas en FEV1%y
FVC entre los pacientes de ambos brazos del estudio.

Otro estudio (clinical trial: NCT01448850) analizé un anticuerpo monoclonal humano 1gG2
contra IL-1R1 (MEDI8968), capaz de unirse tanto a IL-1a como a IL-1R en pacientes con EPOC
estable con grado de obstruccion moderado, severo y muy severo. Se administraron bien 600
mg de manera intravenosa o 300 mg de manera subcutanea. Este estudio tampoco mostré

efectos beneficiosos en estos pacientes durante las fases de agudizacion(160).

De manera similar, en otro estudio (clinical trial: NCT01322594) se valord la eficacia y
seguridad de MEDI2338, un anticuerpo monoclonal IgG1 que se une a IL1. Una vez mas no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el brazo activo y el placebo.

Todos estos resultados clinicos concuerdan con las observaciones de nuestro estudio, donde
vemos que el inflamasoma esta primado pero no activo en fase estable. Sin embargo, estos
ensayos no se han llevado a cabo durante las fases de agudizacion de la enfermedad, o en
relacion con el numero de episodios infecciosos en estos pacientes tratados ni al nivel
inflamatorio durante las agudizaciones, o su consecuente pérdida en funcién pulmonar

(FEV1%) tras la agudizacion.
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Conclusiones

Nuestros resultados indican que el NLRP3 estd cebado en los pulmones de los pacientes con
EPOC durante las fases de estabilidad clinica y que las agudizaciones infecciosas constituyen

una segunda sefal robusta que dispara la activacion del inflamasoma.

Los pacientes con EPOC presentan el inflamasoma en estado cebado pero no activado
durante la fase de estabilidad de la enfermedad. Es decir, el inflamasoma NLRP3 en pacientes

con EPOC estable esta listo para ser activado por una segunda sefial, pero no activo.

Durante las agudizaciones infecciosas el inflamasoma se activa, probablemente porque los
estimulos infecciosos son esa segunda sefial necesaria para su activacion. Esto no ocurre en

las agudizaciones no infecciosas

La capacidad de respuesta celular a distintos agonistas del inflamasoma también es
distinta en las fases de estabilidad y agudizacion. Hay una menor capacidad de respuesta
durante la agudizacion debido a que se ha activado recientemente. Tras dicho episodio

recupera su estado basal.

Los pacientes con EPOC con mayor limitacion al flujo aéreo tienen menor capacidad de

respuesta a antigenos de bacterias gramnegativas.
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Abstract:

Background: There is partial evidence that COPD is expressed differently in women than in
men, namely on symptoms, pulmonary function, exacerbations, comorbidities or prognosis.
There is a need to improve the characterization of COPD in females.

Methods: We obtained and pooled data of 17 139 patients from 22 COPD cohorts and analysed
the clinical differences by sex, establishing the relationship between these characteristics in
women and the prognosis and severity of the disease. Comparisons were established with
standard statistics and survival analysis, including crude and multivariate Cox-regression
analysis.

Results: Overall, 5,355 (31.2%) women were compared with men with COPD. Women were
younger, had lower pack-years, greater FEV,%, lower BMI and a greater number of
exacerbations (all p<0.05). On symptoms, women reported more dyspnea, equal cough but less
expectoration (p < 0.001). There were no differences in the BODE index score in women (2.4)
versus men (2.4) (p = 0.5), but the distribution of all BODE components was highly variable by
sex within different thresholds of BODE. On prognosis, 5-year survival was higher in COPD
females (86.9%) than in males (76.3%), p < 0.001, in all patients and within each of the specific
comorbidities that we assessed. The crude and adjusted RR and 95% C.I. for death in males was
1.82 (1.69-1.96) and 1.73 (1.50-2.00), respectively.

Conclusions: COPD in women has some characteristic traits expressed differently than
compared to men, mainly with more dyspnea and COPD exacerbations and less phlegm, among
others, although long-term survival appears better in female COPD patients.

Abstract word count: 250 words
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INTRODUCTION

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a respiratory condition characterized
by chronic, progressive and mostly imreversible airflow limitation, associated with exposure to
tobacco smoke, inhalation of occupational or environmental toxins or biomass combustion
products™?. COPD is a complex and heterogeneous disease associated with high morbidity and
mortality. According to the latest update of the Global Burden of Disease Study, the prevalence
of COPD in 2017 was 174 million people worldwide® and it was estimated that it became the
third most common cause of death globally since 2012, after ischemic heart disease and

: 4
cerebrovascular disease .

Population aging, a phenomenon more seen in women due to their longer longevity than
men, and massive female uptake of smoking, has led to an increase in respiratory diseases
associated with smoking in women, especially in the middle-aged. which has increased not only
the prevalence, but also the associated morbidity and mortality. In the USA, COPD is already
the leading cause of death among female smokers”. Since 2000, the number of women dying
from COPD in the USA surpassed the number of men®, and an assessment of mortality rates due
to COPD showed a smaller decrease in the mortality rate among women with moderate or
severe COPD than among men’.

Despite this evidence, COPD is still considered mainly a “men's disease” by some
clinicians, associated with a diagnostic bias that contributes to under-diagnosis in women®. Two
similar studies, one conducted in the USA and Canada,’ and the other in Spainw, concluded that
diagnosis of COPD was biased according to the sex of the patient. The results showed that given
equivalent clinical conditions, men have a 1.5-fold chance of receiving a provisional diagnosis
of COPD, a bias that is significantly reduced when abnormal spirometry results are available.
Spirometry testing and referral to a pulmonologist are less common for women,'! who suffer a

significant delay in the diagnosis of COPD, explainable by voluntary postponement of access to
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a consultation, or in some patients by the prevalence of symptoms of fatigue or depression that

point to a different type of treatment.

Although data are limited, some studies have suggested that COPD is expressed
differently in women than in men in relation to symptoms, pulmonary function, exacerbations or

s qi4r 12,13,14,15
comorbidities

such that there is a need to improve the characterization of the disease in
females in order to optimize the therapeutic approach of these patients. To address this issue, we
obtained and pooled data of 17 139 patients from 22 COPD cohorts from seven countries and
analysed the clinical differences of COPD by sex, establishing the relationship between these

characteristics and the prognosis and severity of the disease.

METHODS
Study population

In this international study, we analysed patients from the COPD Cohorts Collaborative
International Assessment (3CIA) initiative'®. We obtained individual pooled data from 22
prospective cohort studies that systematically recruited patients with COPD in publicy-funded
hospitals, except for the Copenhagen City Heart Study (CCHS)'” and the HUNT study’®, which
were population-bases studies. Details of each individual study have been published previously.
All patients had a definition of COPD characterized by a post-bronchodilator ratio between the
forced expiratory volume in the first second (FEV,) and the forced vital capacity (FVC) of less
than 0.7. Spirometry was performed using the standards provided by the American Thoracic
Society and European Respiratory Society’”. We obtained a minimum individual dataset
including the vital status (up to death, right truncation or 2017), age, sex, smoking status, pre-
bronchodilator and post-bronchodilator FEV; and FVC, and dyspnea measured with the

modified Medical Research Council (mMRC) scale™. The primary investigators of each of the
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participating 3CIA cohorts provided individual patient data for pooled analysis. All participants
provided informed written consent, and each study was approved by the respective ethics

committee.

We evaluated the study sample using prognostic parameters for COPD patients: age,
dyspnea by mMRC scale, exercise capacity by the 6-min walk distance (6MWD), health-related
quality of life by the Saint George’s Respiratory Questionnaire (SGRQ) and BODE index
score’’. We also evaluated the presence of comorbidities by the Charlson index. Metabolic
syndrome was defined as a cluster of three conditions: arterial hypertension, diabetes mellitus
and obesity (BMI > 30 kg/m’). Participants were classified using the GOLD 2019 spirometric
system into four grades (1-4) based on post-bronchodilator percent predicted FEV, as stage 1
(FEV= 80%), stage 2 (FEV, 79%-50%), stage 3 (FEV; 30%-49%) and stage 4 (FEV, < 30%).
Groups ABCD were defined by self-reported severity of dyspnea (mMRC) and severe

exacerbations in the previous year".

3CIA was an observational study with variable follow-up. For the present analysis,
follow up was censored five years after recruitment. During this follow up period. the principal
investigators of each centre reported patient medical records, hospital admissions and deaths in

a prospective manner.
Outcomes

The primary outcome was to better describe the clinical characteristics of women
with COPD in a large international cohort of patients, evaluating the possible differential
aspects of COPD versus men. Secondary outcomes were to analyse the mortality by all causes
according to sex, as well as to evaluate the potential role of gender, among other variables, as a

predictor of mortality in COPD.

Statistical analysis
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The 3CIA database manager quality-controlled all data centrally and created a clean
database with a data dictionary. All implausible or missing variables were queried with the
original study investigators and removed the datum from the central database if errors could not
be corrected. Because cohorts had different follow-up times, patients were censored at five

years of follow-up.

Descriptive statistics used mean and standard deviation for continuous variables and
counts with percentages for categorical variables. Comparisons between groups were performed
with the chi-squared test for categorical variables and the ANOV A test for continuous variables.
We estimated 5-year all-cause mortality by sex (total and by covariates), using Kaplan-Meier
survival curves. We conducted both univariate and multivariate survival analyses based on the
Cox proportional hazards model, using each of the potential predictors of mortality as
independent variables and survival as the dependent variable. As per standard statistical
practice, for the multivariate analysis, we only incorporated those variables significantly
associated with mortality in the univariate analysis. Results were expressed as risk ratio (RR)

with 95% confidence interval (CI). Alpha error was set at 0.05.

RESULTS

We pooled data from 22 COPD cohorts with a total of 17 139 patients. Table 1 shows
demographic and clinical characteristics of patients by sex. Overall, 5,355 (31.2%) were women
with a mean + SD age of 62.1+10.1 years, significantly younger than men (65.0£10.2, p <
0.001). Women had lower pack-years (33.3 vs 47.8, p < 0.001), greater FEV; (% predicted)
(60.9% vs 56.2%, p < 0.001), lower body mass index (BMI; 26.4 vs 27.0, p < 0.001), and a
greater number of exacerbations in the last year (1.2 vs 1.0, p = 0.008). Regarding symptoms,
women reported higher grades of dyspnea by the mMRC scale (1.8 vs 1.7, p = 0.002), equal
cough (p=0.407) but less expectoration (37.2% vs 45.9%, p < 0.001). Distribution of patients

classified by the GOLD 2019 staging system was sex-dependent, but no differences were found
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in the BODE index score in women versus men (2.4 in both groups, p = 0.5). Selected co-
morbidities, such as arterial hypertension and cardiovascular disease, quality of life (SGRQ) and
some respiratory medications (LAMA or LABA or LABA + ICS), were also similar between

sexes, all with p>0.05 (Table 1).

We then compared clinical and physiologic characteristics between women and men
stratified by degree of airflow obstruction (FEV, % of predicted) (Table 2). Women with severe
or very severe airflow limitation (< 50% FEV, of predicted) were significantly younger, less
smokers and had lower BMI than men, all with p < 0.001. They also reported higher grades of
dyspnea and had more co-morbidities evaluated by the Charlson index (2.6 vs 2.3, p = 0.003).
No gender differences were found in the number of exacerbations in the last year in these
patients. Similarly, in the subgroup of patients with more preserved pulmonary function (FEV,
> 50%), women also were younger, less smokers and presented a higher degree of dyspnea and
worse nutritional status (BMI) than men; however, these women had less co-morbidities
evaluated by the Charlson index (1.7 vs 2.4, p<0.001), a trend which was opposite to women

with severe and very severe airflow limitation.

Figure 1 shows the relationship between BODE index score and its components [BMI,
FEV, (% predicted), dyspnea (mMRC), 6MWD] by gender. Sex specific differences occurred in
BMI at low BODE scores, MRC dyspnoea score in mid-range BODE scores (2-4), 6MWT

distance at BODE scores <5 and FEV1 at BODE scores <6.

Figure 2 shows Kaplan-Meier curves for 5-year mortality (all-cause mortality) by sex
and selected co-morbidities (asthma, arterial hypertension, diabetes mellitus, cardiovascular
disease and metabolic syndrome). The Kaplan-Meier analysis showed that survival was
significantly higher in females (86.9%) than in males (76.3%), p < 0.001. Survival remained
better for women even when stratified by co-morbidities (asthma; 88.6% vs 83.1%, p < 0.001;
cardiovascular comorbidities (hypertension, diabetes, cardiovascular disease or metabolic

syndrome) all p<0.05), albeit with smaller differences than the whole group analysis.
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Finally, Table 3 presents the crude relative risks of determinants of mortality, and a
multivariate model with an adjusted analysis. As expected COPD mortality in COPD was
increased in male, current-smokers, and was increased with mMRC, number of exacerbations,
Charlson index and presence of all co-morbidities explored, except for asthma. In contrast,
COPD mortality in COPD had a significantly inverse association with BMI, % predicted FEV1,
and BMI The most parsimonious multivariate model included sex, age and the single BODE
components; as it can be seen, male sex was associated with increased mortality 1.73 (1.50-

2.00) after adjustment.

DISCUSSION

Within this large, international study that includes a significant representation of women
(31.2% of patients enrolled), we report that women with COPD develop a disease with a
number of specific clinical characteristics, and better survival. Also, differences by sex occur in

all four BODE components, especially in less severe COPD.

Several studies have previously reported sex-related differences in clinical
manifestations of COPD, although our study has been carried out in a larger international cohort
which brings both unprecedented precision and representativeness. Our results, aligned with

2.14.22 : 1
BIZ2 - confirm that women with COPD were younger and require less

previous publications
cumulative smoking exposure than men. They presented a more symptomatic disease in terms
of dyspnea, although they reported less sputum than males, with no differences in cough, as
reported elsewhere™. Regarding co-morbidities, the concomitant diagnosis of asthma in women
(25.8%) was more frequent than in men (19.5%) p<0.001. However, unlike the data obtained in

the analysis of other cohorts, diabetes mellitus was more frequent in men, without significant

. . . . . . 1424
differences in arterial hypertension or cardiovascular disease .

In terms of functional impairment, we saw that women had greater FEV; % than men.

However, they had significantly worse exercise capacity (6MWD), lower BMI and higher

Anexos
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intensity of dyspnea (mMRC). Generally, for the same degree of airflow obstruction they were
younger, less frequently current smokers, had lower BMI and higher dyspnea. Some studies
suggest that other non-physiological factors, such as anxiety or depression, may be involved in

the perception of dyspnea and should be systematically evaluated in female COPD patients™.

In our study, we analysed the relationship between BODE index score and its
components by sex. We found that women had better lung function (FEV%) than men with the
same BODE score, as long as this score was not higher than 6 points (no sex-related differences
in very severe patients). With regard to exercise capacity, on the other hand, women had lower
6MWD than men, except in patients with BODE score higher than 5 points (also very severe
patients). In the case of nufritional status, women had lower BMI than men with the same
BODE score, only in those cases with mild disease (BODE score less than 2 points). This
evidence indicates that the differences by sex in either the contribution of each component of
the BODE or in the total index score decrease as the severity of the disease increases, which is a
novel finding. Since % predicted FEV;, dyspnea score and exercise capacity each provide
independent information regarding severity in patients with COPD, the multi-dimensional
BODE index might have greater prognostic value in women with COPD than men®®. Our data
suggested that the proportional weight of each of the components of the BODE index varied by

sex, dyspnea by the mMRC scale and BMI being the most important parameters in women®’.

In terms of survival, population-based studies show that universally females live longer

than males, but COPD epidemiological studies suggest that mortality rates are declining faster

7.28

in men than in women with COPD """, Indeed there are few clinical studies that determined sex-

related differences in COPD survival, with contradictory results. Most of them included patients

with severe disease and chronic respiratory failure®*®**

, except for one based on a well
phenotyped population with a wide range of COPD severity; this study showed that all-cause

and respiratory mortality were lower in females than in males™.
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Our study results support a better survival of women with COPD compared to men
(crudely and adjusted by demographic and clinical factors). Males were older, had greater
smoking exposure and a higher Charlson index score than females, so all these factors could
contribute to the sex differences in the mortality of these patients. In terms of prognosis, the
study shows that, adjusted for all the significant prognostic variables, male sex remained an
independent adverse prognostic factor. In fact, men had an adjusted all-cause mortality risk 1.73
times greater than women. Age and all four components of the BODE index also had an
independent, deleterious effect on survival. Notably, the inverse association of BMI with
mortality, both in the crude 0.98 (0.97-0.99), as well as the adjusted analyses 0.96 (0.95-0.97),

further supports the so-called obesity paradox in COPD™.

Our study has several limitations. Firstly, most of the patients were from hospital-based
cohorts, and therefore may not represent the COPD population at large. Specifically, our study
population could be affected by a well-described gender- bias in the diagnosis of COPD, which
implies that women may, to some extent, be underrepresented. However, we do not consider
that this fact distorts our findings or reduces its validity because our study includes a significant
representation of women in a large cohort of patients with strict diagnostic criteria, which might
be considered a strength. Secondly, only selected comorbidities were explored, so frequent
diseases in women with COPD as anxiety, depression or osteoporosis were not objectively
evaluated. Thirdly, the survival analysis evaluated all-cause mortality, as regrettably specific
information about different causes of death was not collected consistently in all cohorts and

participants.

To conclude, our results indicate that women with COPD were younger, less frequently
smokers, and had better pulmonary function, but experienced more dyspnea and exacerbations.
However, women with COPD had better survival than men. Our findings highlight the existence
of significant sex-related differences in COPD risk and outcomes, supporting the importance of

a better multidimensional approach to COPD in women.
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Table 1. Demographic and clinical characteristics of COPD patients, by gender

Characteristics Women Men p value
5355 (31.2%) 11,784 (68.8%)

Age (years) 62.1+ 10.1 65.0+10.2 < 0.001
BMI (kg/m®) 264+6.1 27.0£5.0 <0.001
Pack-year index 333+£256 47.8 £28.7 < 0.001
GOLD 2019 group <0.001

A | 34.9% 39.4%

B | 41.0% 37.2%

C | 56% 6%

D | 18.5% 17.4%
GOLD spirometric staging <0.001

1| 20.0% 14.5%

2| 47.1% 44.1%

3]23.3% 29.8%

4195% 11.6%
Number of exacerbations in the last year 12+1.7 1.0£15 0.008
Dyspnea mMRC (points) 18+14 1.7£13 0.002
Cough 52.5% 50.8% 0.407
Sputum 37.2% 45.9% <0.001
FEV, (% of predicted) 60.9+232 562+219 <0.001
6MWD 363.8 £ 120.2 396.3+127.1 <0.001
BODE index 24423 24+21 0.503
SGRQ 38.9+£225 38.0+£219 0.098
Charlson index 21+1.9 23x20 <0.001
Arterial hypertension 43.1% 43.1% 0.991
Diabetes mellitus 53% 11.2% <0.001
Cardiovascular disease 27.6% 29.9% 0.079
Asthma 25.8% 19.5% < 0.001

Pharmacological treatment
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LAMA or LABA | 20.1% 20.0% 0.349
LABA + LAMA | 52% 7.7% 0.038
LABA +1ICS | 30.7% 30.5% 0.122
LABA+LAMA+ICS | 44.0% 41.8% 0.014

Data are expressed as mean + SD or %. Abbreviations: BMI, body mass index; GOLD, global
obstructive lung disease; mMRC, modified medical research council; FEV,, forced expiratory
volume in the first second; 6MWD, 6-minute walk distance; BODE body mass index, degree of
airway obstruction, dyspnea and exercise capacity by 6MWD; SGRQ, St. George’s Respiratory
Questionnaire; LAMA, long acting muscarinic antagonist; LABA, long acting Beta 2 agonist;

ICS: inhaled corticosteroids
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Table 2. Comparison of clinical and physiologic characteristics between women and men

stratified by degree of airflow obstruction (FEVy, % of predicted)

FEV,>50% p FEV,<50% P
value value
Clinical
characteristics ‘Women Men ‘Women Men
3,584 (34.3%) | 6.879 (65.7%) 1,755 (26.6%) | 4.851(73.4)

Age (years) 61.6+10.5 64+10.5 <0.001 | 63.1+9.3 665+94 <0.001
BMI (kg/m?), 26.7+5.9 274448 <0.001 | 25.6+6.4 264+53 <0.001
Pack-years, 324125 453+28.1 <0.001 | 354+263 512+£292 <0.001
Charlson index, 1.7+18 24+19 <0.001 [ 26=£19 23+2 0.003
Number of 1.1+16 07+13 <0.001 | 1.3+1.8 1.3+1.6 0.674
exacerbations in
the last year,
Dyspnea mMRC
(points), n (%5)

0-1 | 60.1% 65.2% <0.001 | 22.7% 27.3% <0.001

2-4 | 39.9% 34.8% 77.3% 72.7%

Data are expressed as mean £ SD or %. Abbreviations: BMI, body mass index; mMRC,
modified medical research council
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Table 3. Crude and multivariate analysis of predictors of mortality

Crude RR and 95% C.1.

Adjusted RR and 95% C.I.

Sex, male

1.82 (1.69-1.96)

1.73 (1.50-2.00)

Age

1.07 (1.06-1.08)

1.04 (1.03-1.05)

Smoking status

- Current 1.30(1.14-1.49)

- Former 1.42 (0.76-2.64)

BMI 0.98 (0.97-0.99) 0.96 (0.95-0.97)
% predicted FEV, 0.97 (0.96-0.98) 0.98 (0.97-0.99)
mMRC 1.39(1.36-1.42) 1.14(1.08-1.21)
6-MWD 0.99 (0.99-0.99) 0.98 (0.97-0.99)
AECOPD 1.11(1.07-1.14) -

Charlson index

1.13 (1.10-1.15)

Hypertension 1.23 (1.041.46) -
Diabetes 1.58 (1.35-1.86) -
Cardiovascular Disease 1.32(1.13-1.55) -
Asthma 0.98 (0.88-1.09) -

Note: For the multivariate analysis, we only incorporated those variables significantly

associated with mortality in the univariate analysis.

Abbreviations: BMI: body mass index; 6-MWD: 6-minute walk distance; % predicted FEV:
percent predicted forced expiratory volume in the first second; AECOPD: acute exacerbations

of COPD; RR: relative risk
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Figure 1. Relationship between BODE index score and its components [BMI, FEV1%, dyspnea (mMRC), 6MWD] by gender
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HIGHTLIGHTS

- There are sex-related differences in COPD risk and outcomes.

- Women with COPD are younger, less frequently smokers and had better lung
function, but experienced more dyspnea and more exacerbations.

- Our data suggest that the proportional weight of each of the components of the
BODE index varied by sex.

- Women with COPD had better survival tan men.
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ABSTRACT

Background: Little evidence on the validity of simple
and widely applicable tools to predict mortality in
patients with chronic obstructive pulmonary disease
(COPD) exists.

Objective: To conduct a large international study to
validate the ADO index that uses age, dyspnoea and
FEV, to predict 3-year mortality and to update it in
order to make prediction of mortality in COPD patients
as generalisable as possible.

Design: Individual subject data analysis of 10
European and American cohorts (n=13 914).

Setting: Population-based, primary, secondary and
tertiary care.

Patients: COPD GOLD stages |-IV.

Measurements: We validated the original ADO index.
We then obtained an updated ADO index in half of our
cohorts to improve its predictive accuracy, which in
turn was validated comprehensively in the remaining
cohorts using discrimination, calibration and decision
curve analysis and a number of sensitivity analyses.
Results: 1350 (9.7%) of all subjects with COPD (60%
male, mean age 61 years, mean FEV; 66% predicted)
had died at 3 years. The original ADO index showed
high discrimination but poor calibration (p<0.001 for
difference between predicted and observed risk). The
updated ADO index (scores from 0 to 14) preserved
excellent discrimination (area under curve 0.81, 95%
Cl 0.80 to 0.82) but showed much improved
calibration with predicted 3-year risks from 0.7%
(95% Cl 0.6% to 0.9%, score of 0) to 64.5% (61.2%
to 67.7%, score of 14). The ADO index showed higher
net benefit in subjects at low-to-moderate risk of
3-year mortality than FEV; alone.

Interpretation: The updated 15-point ADO index
accurately predicts 3-year mortality across the COPD
severity spectrum and can be used to inform patients
about their prognosis, clinical trial study design or
benefit harm assessment of medical interventions.

ARTICLE SUMMARY
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Article focus

= \We aimed to conduct a large international study
to validate the ADO index that uses age, dys-
pnoea and FEV; to predict 3-year mortality and
to update it in order to make prediction of mor-
tality in chronic obstructive pulmonary disease
(COPD) patients as generalisable as possible.

Key messages

= The updated 15-point ADO index accurately pre-
dicts 3-year mortality across the COPD severity
spectrum (GOLD stage -IV), settings (general
population, primary care and specialised care)
and geographical area.

= The updated ADO index can be used to inform
patients, clinical trial study design and benefit
harm assessment of medical interventions on a
population level or individual level.

= In addition, the ADO index could serve as a ref-
erence standard for risk prediction against which
the additional value of various biomarkers to
predict mortality could be assessed.

Strengths and limitations of this study

= The study includes a large sample size from 10
European and American cohorts and covers the
entire COPD severity spectrum, which increases
external validity.

= The study uses information readily available in
routine clinical practices.

= Focus on mortality and easily available predictors.

INTRODUCTION

Chronic  obstructive  pulmonary  disease
(COPD) is among the leading cai of
death worldwide.! - Although the substantial
excess mortality associated with COPD is well

Puhan MA, Hansel NN, Sobradillo P, et al. BMJ Open 2012;2:e002152. doi:10.1136/bmjopen-2012-002152 1
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International validation of the ADO index in COPD

recognised from a public health standpoint, relatively
little evidence is available on how to estimate the risk of
mortality for an individual patient. Tools to accurately
project the clinical course of the disease, including pre-
diction of outcomes such as mortality, exacerbations or
quality of life, would inform patients and their caregivers
about prognosis and allow for a better und(.rsmndmg of
the benefits and harms of possible treatments.>™® Also,
tools that incorporate prognostic information from easily
available parameters could serve as reference against
which the additional prognostic value of biomarkers
could be assessed.

Current international COPD guidelines provide little
guidance on how to assess a patient’s pr()gn()sis.T # This
is likely due, in large part, to the scarcity of evidence on
how to accurately estimate prognosis in patients with
COPD; however, this is in contrast to other chronic
disease guidelines that have clear recommendations on
the use of prognostic indices to inform patients and to
guide treatment decisions "% Prognostic indices for
COPD have recently received increased attention, but
have seen little application in clinical practice. This may
be because indices, to date, have either required infor-
mation not readily available in routine clmlcal practice, 14
do not provide explicit outcome risks'® '® or have
received minimal validation.'"™"” A recently developed
index, the ADO index, combines age, dyspnoea and
airflow obstruction to predict the risk of mortality. It
may have great potential for widespread application
because of its simplicity. However, formal testing of its
accuracy across a variety of COPD patient cohorts follow-
ing standard methods has not yet been done.t 21
The original index was derived in a cohort of moderate-
to-severe COPD patients from specialised care, there-
fore, it requires validation in larger and notably more
COPD  populations.  We
large-scale international validation of the ADO index to
determine how well it predicts mortality for individual
subjects with COPD from diverse settings, and updated
the index as needed.

diverse conducted  such

METHODS

Cohorts and patients

Investigators from 10 COPD and population-based
cohort studies in Europe and the Americas agreed to
collaborate in the International COPD Cohorts
Collaboration Working Group. These cohorts include
the Barmelweid cohort ('imtzcrlzmd clinic based), 7 the
Basque study (Spain, clinic bdsLd) ? the Cardiovascular
Health Study (CHS, USA, population based), % the
Copenhagen (1[) Heart Study (CCHS, Denmark, popu-
lation based), 2 th(, Jackson Heart Study (JHS, USA,
population bds(,d) ” the Lung Health Study (LHS, USA,
clinic bds(_d) the cohort from which patients for the
National Emphysema Tncdtm(.m Trial were recruited
(NETT, USA, clinic bclh(.d) " the Phenotype and Course
of COPD PAC-COPD Study (PAC-COPD, Spain, clinic

bascd),% the PLATINO study (Uruguay, population
based),? and the Quality of Life of COPD Study Group
(SEPOC, Spain, clinic based) ' Details about the
cohorts are provided in the online supplement (see
online supplementary appendix 1). From this inter-
national pool of cohorts we selected participants with at
least 40 years of age and with COPD defined by spirom-
etry as a post-bronchodilator (BD) FEV,/FVC<0.7,
except for the CHS and CCHS cohorts where post-BD
was not available and pre-BD values were used. Thus,
our large pool of cohorts represents a heterogeneous
group of subjects, combining (1) COPD patients from
clinical cohorts and (2) subjects with evidence of airway
limitation from the population-based cohorts, but
without a confirmed diagnosis of COPD. Ethics Board
approval was obtained in all cohorts.

Mortality and candidate predictors of mortality

All-cause mortality at 3years was defined as the
outcome. It was obtained from personal follow-up of
patients or relatives, national registries, or hospital
records, yielding no missing information with respect to
mortality. We considered potential predictors of mortal-
ity which are easy to obtain across diverse medical set-
tings. These variables included age, sex, smoking status,
prebronchodilator or postbronchodilator FEV; as avail-
able, dyspnoea score (Medical Research Council
Dyspnea scale), respiratory signs and symptoms (cough,
sputum and wheezing), body mass index (BMI), asthma
and cardiovascular disease (CVD, which included ischae-
mic heart disease, stroke, congestive heart failure or _per-
ipheral vascular disease). As in previous ;malyscs,“ we
explicitly excluded potential predictors of mortality
which are more burdensome to measure such as exer-
cise capacity (eg, 6 min walked distance) or arterial
blood gases, since these are unlikely to be available con-
sistently in clinical practice outside academic centres.
Missing values were imputed using 10-fold mulnplc
imputation for each C()h()rt using the remaining vari-
ables as predictors. #1532 Methods used for C()ll(.ctmg and
harmonising data, and for handling missing data are
detailed in the appendix (see online supplementary
appendices 2-4).

Statistical analysis

A detailed version of statistical analysis including sample
size assessment is available in the appendix (see online
supplementary appendix 5).

We first validated the original ADO index!” through
the assessment of its discrimination (area under curve)
and calibration (comparison of predicted vs observed
risk) properties in all subjects except for those included
in the original derivation cohort (ie, the Barmelweid
study).

In order to make the risk estimation tool as generalis-
able to different international populations as possible,
we then updated the ADO index following standardised
procedures that first included an updating or adjustment

2 Puhan MA, Hansel NN, Sobradillo P, et al. BMJ Open 2012;2:e002152. doi:10.1136/bmjopen-2012-002152
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of the intercept only followed by, if necessary, more
extensive updates including model revision (refitting the
predictoroutcome associations) and model extension
(adding new pr(_‘dict()r.i;).‘2l %2 Model refitting of the
ADO index was performed using all subjects from the
CCHS, LHS, NETT, PLATINO and PAC-COPD cohorts
(update cohort, n=10 221), applying logistic regression
with death as the outcome variable and age, dyspnoea
and FEV, as predictors. Then the validation (discrimin-
ation and calibration) of the final updated ADO index
was done with the subjects from the Barmelweid study,
CHS, Basque Study, JHS and SEPOC cohorts (validation
cohort, n=3693). Thus, both update and validation sets
included a large number of subjects with COPD or
airflow limitation, diverse in terms of disease severity
(GOLD I-1V) and settings (general population, primary
care and specialised care). We translated the final model
into a simple-to-use 15-point scale. ¥

To further quantify the accuracy of the updated ADO
index, we performed a decision curve analysis that com-
pares the net benefit of different approaches. Net
benefit is defined as the difference between the propor-
tion of subjects that are correctly identified to be at or
above a certain risk threshold (eg, 5% risk) and the pro-
portion of subjects incorrectly identified to be at or
above that threshold. We focused on subjects with COPD
at low-tomoderate risk for 3-year mortality (<20%)
where most uncertainty about the balance between ben-
efits and harms of treatments may exist so that risk
thresholds may be specifically useful.** *

Finally, we explored whether adding new predictors
(eg, CVD, BMI and sex) improved the updated (refit-
ted) models’ discrimination and calibration and we con-
ducted three sensitivity analyses that tested how
susceptible our results were to analytical approaches
taken. All analyses were repeated: (1) using multilevel
(rather than conventional) logistic regression analysis;
(2) excluding subjects with mild COPD (GOLD stage I)
and (3) excluding subjects with a physician diagnosis of
asthma from cohorts where only prebronchodilator spir-
ometry was available. We also considered restricting the
analyses to subjects with an FEV,/FVC ratio below their
lower limit of normal level according to local prediction
equations, but the number of subjects not fulfilling this
criterion was very low (<1%).

We conducted all analyses using Stata for Windows
(V.11.1, College Station, Texas, USA) and R, V.2.12
(R Foundation for Statistical Computing, Vienna,
Austria, 2011).

RESULTS

In total, 13914 subjects with COPD (60% men) were
included in the analysis (table 1). On average, subjects
were approximately 61 years old, with moderate airflow
limitation and mild dyspnoea; however, there was a wide
range of disease severity within and across cohorts. The
majority of subjects were former or current smokers

(89%) and 22% had concomitant CVD. After 3 years
1350 (9.7%) subjects had died.

The original ADO index showed high discrimination
(see online supplementary appendix 6) but poor calibra-
tion with a substantial mismatch between predicted and
observed risks across the entire risk spectrum. Updating
the intercept only did not substantially improve this mis-
calibration. Therefore, we decided to update the ori-
ginal ADO index.

In the update cohort, the updated ADO model showed
very good agreement between predicted and observed
3year mortality risk across 10 equally sized groups of sub-
Jects with increasing predicted risk (figure 1: mean pre-
dicted risk 9.1%). More importantly, in the validation
cohort, the updated index still had good prediction
across all risk categories, in particular in subjects at mor-
tality risks below 20%. There was only a slight overpredic-
tion among subjects at very high risk. This validation did
not indicate a need for further adjustment of the inter-
cept or regression cocfficients of the updated ADO
model, which indicated good generalisability across coun-
tries and settings. Discrimination was, as expected, some-
what lower in the validation cohort but still 0.73 (95% CI
0.70% to 0.76%). Further extensions of the updated
ADO index by adding CVD, BMI and sex did not substan-
tially improve the model’s discrimination or calibration,
even though all three predictors were significantly asso-
ciated with mortality in the multivariate model (all
p values <0.05). The area under the curve remained 0.85
in the update cohort and 0.74 in the validation cohort,
and the calibration also remained good (see online sup-
plementary appendix 7).

Tables 2 and 3 show the updated ADO index where the
strength of association of age, dyspnoea and FEV; with
3year mortality is reflected in the regression coeflicients
and the corresponding integer point score. The 3-year
risks of mortality associated with ADO scores are shown
in table 4 and range from 0.7% (95% CI 0.6% to 0.9%)
with a score of zero to 64.5% (95% CI 61.2% to 67.7%) at
a point score of 14. The area under the curve of the
updated ADO index is 0.81 (95% CI10.80% to 0.82%).

Figure 2A shows that, from 1% to 20% risk of 3-year
mortality, using the updated ADO index (regression
equation) is consistently more accurate to classify
patients correctly above or below certain risk thresholds
than using either of the three predictors alone.
Figure 2B shows the consequences of more accurate risk
classification. For example at a risk threshold of 5%,
using the ADO index would result in a reduction of the
number of patients classified incorrectly to be above 5%
by 33/100 subjects compared with considering all
paticnts to be above b% (ie, without using any prcdicA
tors), and compared with using only FEV; (18 per 100
subjects), age (24 per 100 subjects) or dyspnoea (10 per
100 subjects). At higher risk thresholds, the updated
ADO index and FEV, perform similarly.

Discrimination, calibration and the
accuracy for risk thresholds remained

analysis  of
essentially
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Figure 1 Update and validation
of the ADO index in 13 914
subjects with chronic obstructive
pulmonary disease (COPD). The
upper part of the figure shows the
predictive performance of the
updated ADO index in 10 221
subjects with COPD from the
Copenhagen City Heart Study,
Lung Health Study, National
Emphysema Treatment Trial,
PLATINO and the Phenotype and
Course of COPD Study. The
calibration plot shows the
predicted and observed risks for
10 equally sized group with
increasing risk of 3-year mortality.
The discrimination plot shows the
area under the curve. The lower
part of the figure shows the
predictive performance of the
updated ADO index in the
validation cohort with 3693
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subjects from the Cardiovascular of mortalfty In% - Specifily
Health Study, Basque COPD
study, Jackson Heart Study,
Barmelweid Study and the Quality
of Life of Chronic Obstructive
Pulmonary Disease Study
(SEPOC).
Table 2 Regression coefficients and development of updated ADO index
Regression coefficients Reference values  fi;* Risk score=fi;*
Variable Bs per unit increase Categories W, (mid point) (Wi*Wireterence)  (Wi-*Wireterence)/Bt
FEV, -0.0288 >81 87.0 (Wazrererence) 0
(% predicted) (SE 0.0023, p<0.0001)
>65-80 725 0.418 1
>50-64 57.0 0.864 2
>36—49 425 1.282 3
<35 25.0 1.786 4
Dyspnoea 0.2585 0 0 (Warererence) 0
(mMRC, 0-4)  (SE 0.0406, p<0.0001)
1 1 0.259 1
2 2 0.517 1
3 3 0.776 2
4 4 1.034 3
Age (years) 0.0703 40-49 44.5 (Wyreference) 0
(SE 0.0048, p<0.0001)
50-59 545 0.703 2
60-69 64.5 1.406 4
70-79 74.5 2.109 5
>80 84.5 2.812 7

11 Point is assigned per 15% in FEV,=coefficient of 0.40. Points rounded to the next integer. Constant of regression equation=—5.640.

MRC, Medical Research Council.
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Table 3 Assignment of points for the updated ADO index, compared with the original ADO index

Assignment of points 0 1 2 3 4 5 7
Updated ADO index

FEV, (% predicted) >81 65-80 51-64 36-50 <35

Dyspnoea (mMRC, 0—4) 0 1-2 3 4

Age (in years) 40-49 50-59 60-69 70-79 >80
Original ADO index

FEV, (% predicted) >65 3664 <35

Dyspnoea (mMRC, 0—4) 01 2 3 4

Age (years) 40-49 50-59 60-69 70-79 80-89 >90

the ADO index classifies patients more correctly above
or below certain risk thresholds than only FEV,, and this
gain is especially relevant in subjects with very low and
low risk of 3-year mortality where the benefit harm
balance may be unfavourable.® * Although most COPD
treatments are not prescribed to modify mortality risk,
but to reduce exacerbations, and improve symptoms and
quality of life, similar estimates for the benefit harm
balance could be made for patients at low risk for
exacerbations. Therefore, in the future, the ADO index
should be complemented by other widely validated risk
tools that make accurate projections about the risk for
important outcomes in COPD, including exacerbations
or worsening quality of life, in order to balance the ben-
efits and harms of possible treatments.

In addition, accurate prediction of mortality by the
ADO index can be used in clinical trials to base sample
size calculations on realistic estimates of expected event
rates, to target treatments to specific risk groups, for pre-
stratification or to adjust for potential baseline imbal-
ances. Also, the ADO index could be useful for the
evaluation of biomarkers. Currently, major studies are
being carried out to identify biomarkers that might help

Table 4 The ADO index—prediction of 3-year mortality in
chronic obstructive pulmonary disease subjects

Three-year risk of mortality per ADO score in % (95% Cl)

0.7 (0.6 10 0.9)
1.0(0.8101.2)
1.6(1.31t0 1.8)
2.3 (2010 2.6)
3.4 (3.0103.7)
49(45105.4)
72(6.7107.7)
10.3 (9.7 0 10.9)
14.5 (13.8 to 15.3)
20.1 (19.1 to 21.1)
10 27.2 (25.8 to 28.6)
11 35.7 (33.7 to 37.7)
12 45.1 (42.6 to 47.7)
13 55.0 (52.0 to 58.0)
14 64.5 (61.2 to 67.7)
OR per 1 point increase in ADO index: 1.48 (95% Cl 1.45 to 1.52).
Area under the curve: 0.81 (95% CI 0.80 to 0.82).

Wo~NOOEWN 2O

to improve outcome prediction and response to treat-
ments. The use of such biomarkers in clinical practice
seems justified if they add significantly to the prediction
based on easily available information. The ADO index is
a simple tool that could serve as reference against which
the additional value of biomarkers to predict mortality
could be assessed. Therefore, the ADO index is likely to
be useful for both medical practice and research.

A limitation to the current study is the use of mortality
as the only assessed outcome, since COPD morbidity
includes other relevant outcomes such as exacerbations,
hospital admissions, or quality-oflife. Thus, our study
should be considered a simplification of the clinical
setting but it may pave the way for similar research evalu-

ating risk prediction of additional outcomes. Once risk
tools for various important outcomes and improved evi-
dence about benefit and harm of treatments to modify
these risks are available, informed decisions for provid-
ing the most appropriate care can be better supported.
Our study was confined to a limited number of readily
available predictors; therefore, variables with potential
relevance to mortality risk such as exacerbation fre-
quency or measures of exercise capacity were not
included. This may also be perceived as strength of our
study because it uses information readily available in
routine clinical practices, including primary care set-
tings, where most COPD patients are treated. Additional
strengths of our study include the already mentioned
large sample size and diversity of the populations. This
increases external validity, which in this context means
that recalibrations in populations different from those
included in our analyses do not seem necessary. Lastly,
by using decision curve analysis we looked beyond stand-
ard metrics for the performance of risk tools (discrimin-
ation and calibration) by providing an interpretation of
the risk model that refers to different risk thresholds
that may be used to inform treatment decisions.

In conclusion, the updated 15-point ADO index is a
simple tool that can be used in diverse settings to
inform patients and their caregivers about prognosis.
Using risk tools in clinical COPD research may also help
to design clinical trials and to inform policy makers,
regulatory agencies or guideline developers when esti-
mating the benefit harm balance and to serve as a refer-
ence standard for risk prediction against which the
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Figure 2 Accuracy of four a 010
strategies to classify subjects into — ADO index
risk categories. The upper part —  FEVyonly
(A) of the figure shows the net Dyspnea only
benefit of six strategies to classify — fgeony
subjects with chronic obstructive Net Benefit 005 1 S
pulmonary disease. The higher (Dg‘ed'?:Egr;itmezg;;;lfgﬂy “"*-».ﬁ\’_
the values for net benefit the palients) —_—
more patients are correctly
classified. Two strategies do not 000 { —
use any predictors but assume All patients considered _
that all patients would be above to be below risk threshold All patients
or below a risk threshold. The :;zf;d::: ,:‘,:ﬁ,ow
four other strategies use the ADO -0.05 4
index, age, dyspnoea or FEV, T T T T T
and associated risks of 3-year 0 5 10 15 20
mortality to classify patients. Net 3-year risk of mortality in %
benefit is defined as the
difference between the proportion
of correctly classified subjects b)
and the proportion of subjects 60 { — ADOindex -
classified incorrectly to be at or 55 | — EE;"HZ”a'Vm i
above a risk threshold (eg, 5% 50 4 — A;:amy ¥
risk). The line for considering all % of patients that can be 45 |
patients to be above a risk avoided to be classified
threshold crosses that line for incorrectly above risk 40 1
considering all patients to be 35 4
below a risk threshold at the threshold compared to a 30 -
death rate observed (9.7%). The strategy where all patients are . |
lower part of the graph (B) shows considered to be above risk
20 A
that, for example at a threshold of threshold
5% mortality risk, using the ADO 15 1
index would result in a net benefit 10 1
similar to the reduction of 33 5 1
incorrectly classified patients per 0 A

100 subjects compared to
considering all patients to be
above a 5% mortality risk. Using
age, dyspnoea or FEV, only
would reduce it by only 24, 10
and 18 per 100 subjects,
respectively. The graph is
restricted to subjects at low to
moderate risk for 3-year mortality
(<20%) where most uncertainty
about the balance between
benefits and harms from
treatment may exist.

additional value of various biomarkers to predict mortal-
ity could be assessed.
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Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a complex disease
at the dinical, cellular, and molecular levels. However, its diagnosis,
assessment, and therapeutic management are based almost exclu-
sively on the severity of airflow limitation. A better understanding of
the multiple dimensions of COPD and its relationship to other
diseases is very relevant and of high current interest. Recent
theoretical (scale-free networks), technological (high-throughput
technology, biocomputing), and analytical improvements (systems
biology) provide tools capable of addressing the complexity of
COPD. The information obtained from the integrated use of those
techniques will be eventually incorporated into routine clinical
practice. This review summarizes our current knowledge in this area
and offers aninsightinto the elements neededto progress toward an
integrated, multilevel view of COPD based on the novel scientific
strategy of systems biology and its potential clinical derivative, P4
medicine (Personalized, Predictive, Preventive, and Participatory).

Keywords: inflammation; genetics; networks; systems biology

SETTING THE SCENE

The diagnosis, assessment of severity, and therapy of chronic
obstructive pulmonary disease (COPD) are guided primarily by
the degree of airflow limitation (1). However, it has been
established that COPD is a complex, multicomponent disease
(2) (Figure 1), and that FEV, fails to adequately express this
complexity (3). For instance, some associated extrapulmonary
manifestations of COPD, such as weight loss and skeletal muscle
dysfunction, influence the course of the disease independently of
FEV| (4), and, importantly, their treatment (by rehabilitation in
this particular example) contributes to improve the prognosis and
well-being of these patients without altering lung function (5).
Thus, a better understanding of the complexity of COPD is
important to improve current clinical practice and advance bio-
medical research and drug development.

A first important step in the direction of assessing this
complexity was the development and validation of several
multidimensional assessment indices, such as the BODE index
(body mass index, FEV,, dyspnea, and exercise capacity) (6),
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the ADO index (age. dyspnea, FEV;) (7), and the DOSE index
(dyspnea, FEV,, smoking status, and exacerbation frequency)
(8). All of them, however, are based on clinical and functional
variables only, whereas it is well established that COPD is also
a complex disease at the molecular and genetic levels (9). For
instance, a key pathogenic component of COPD is an enhanced
inflammatory response to inhaled particles and gases (mostly
tobacco smoking) (1). Interestingly, inflammation persists years
after cessation of the initial stimuli (quitting smoking) (10-12).
Likewise, it 1s well known that only a percentage of smokers
develop COPD, suggesting a genetically determined suscepti-
bility for the disease (13). However, information at the geno-
type, molecular, cellular, and phenotype levels (14-16) have not
been incorporated into our current understanding and manage-
ment of COPD.

Over the past few years there have been significant advances
in the basic understanding of complex biological networks (17—
19) coupled with important technological developments in
biology (20) and computing sciences (21). These advances allow
us to address the complexity of human diseases in general, and
that of COPD in particular. in a comprehensive and dynamic
way (systems biology) (22-27). These advances will help
catalyze the transition from the current reactive practice of
medicine to a Predictive, Personalized, Preventive, and Partic-
ipatory (P4) medicine centered in preserving health and not
solely in combating disease (21).

The aims of this review are to present and discuss some basic
concepts (phenotypes, genotypes, biomarkers, scale-free net-
works) that are essential to progress toward an integrated,
multilevel view of COPD based on the novel scientific strategy
of systems biology and its potential clinical derivative., P4
medicine.

GENOTYPE AND PHENOTYPES: AVOIDING CONFUSION

The terms phenotype and genotype are often used in the
medical literature with different meanings. Broadly speaking,
a phenotype corresponds to any observed quality of an organ-
ism, whereas its genotype refers to the inherited genetic in-
structions it carries, whether they are expressed or not (28). The
phenotype is often composed of traits or characteristics, some of
which are controlled entirely by the individual’'s genes (geno-
type), whereas others, which are still controlled by genes, are
significantly affected by environmental factors (28). Hence, the
phenotype is the end result of the random interaction between
the genotype and the environment (28).

This simple phenotype definition is not necessarily useful in
disease states such as COPD. For instance, unless having brown
eyes (an easily detectable phenotype) increases the predisposi-
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Figure 1. Multiple components of chronic obstructive
pulmonary disease (COPD). For more explanation, see text.
(Reprinted by permission from Reference 72.) HRQL =
health-related quality of life; ECOPD = COPD exacerbation.

Inflammation + Cancer

tion to, worsens the natural history of, and/or influences the
treatment of COPD (all of them unlikely), it does not provide
information that is useful in any way to inform and guide clinical
practice. In other words, phenotypes (or phenotypic traits) are
not always necessarily relevant clinically. To address these
limitations, the term “clinical phenotype” has been recently
proposed (29). According to this proposal, a clinical phenotype
is “a single or combination of disease attributes that describe
differences between individuals with COPD as they relate to
clinically meaningful outcomes (symptoms, exacerbations, re-
sponse to therapy, and rate of disease progression or death)”
(29). This implies that clinical phenotypes should: (f) have
predictive value, (2) be prospectively validated for each of the
outcomes to which they may relate, and (3) be able to classify
patients into distinct subgroups that provide prognostic informa-
tion and allow physicians to better determine the most appro-
priate therapy to improve clinically meaningful outcomes (29).

A quick review of the literature reveals that most of the
phenotypes proposed to date in COPD (16, 30-32) do not fulfill
this definition because they have been identified from cross-
sectional analysis and have not been validated prospectively
against clinically relevant outcomes (33). Interestingly, how-
ever, we do have some examples that do fulfill this definition.
The oldest one probably corresponds to patients with COPD
with chronic respiratory failure. in whom a specific type of
treatment (domiciliary oxygen therapy) has been shown to
improve prognosis below a given arterial Po, value (34, 35)
but not above it (36, 37). A more recent example is lung volume
reduction surgery, which has also been shown to improve
prognosis in a well-characterized COPD phenotype (upper lobe
emphysema and poor exercise capacity after rehabilitation)
(38). Finally, a very recent example of the use of a specific
phenotype in COPD is the development of a new antiinflam-
matory drug (roflumilast) for patients with COPD who had
a history of chronic bronchitis (39, 40). In this context, it is
worth noting that several national (41, 42) and international
initiatives (43) are currently under way to identify potential
phenotypes of clinical relevance in COPD.

Finally, three specific issues in relation to phenotypes in
COPD are worth discussing; (1) depending on the context, certain
attributes (e.g.. dyspnea, or exacerbations) could be viewed as
outcomes or phenotypes (29): (2) disease severity is not a pheno-
type. It may be the downstream consequence of a particularly

aggressive form of the disease, which is the real phenotype. The
precise clinical, functional, imaging, and molecular characteriza-
tion of this phenotype would be of great clinical value because it
would allow its early identification, thus treatment, with the hope
that this would in turn improve clinical outcomes (33); and. (3)
severity of disease is often mistaken as an indication of disease
activity. Severity is likely the consequence of sustained pathobio-
logical activity, but it is entirely conceivable that any discase
entity (including COPD) may have different levels of activity at
any given stage of severity. Actually, in many other chronic
inflammatory conditions, such as rheumatoid arthritis, there is
a clear distinction between severity and activity of the disease.
How to specifically address this conundrum in COPD is still
unresolved (44). We would like to propose, however, that the
measurement of COPD severity needs to relate to the extent of
loss of function in the lungs (or other organs affected by the
disease) that eventually impact on the final prognosis of the
patient (e.g., degree of airflow limitation, lung hyperinflation,
and/or pulmonary gas exchange impairment). In contrast, the
degree of disease activity will have to be necessarily related to the
identification of biomarkers that inform on the level of activation
of one or more cellular and molecular networks that drive discase
progression (for specific examples, see below).

BIOMARKERS: CURRENT STATE
AND FUTURE PERSPECTIVE

According to a recent European Respiratory Society/American
Thoracic Society position paper, a biomarker is “any molecule
or material (e.g.. cells, tissue) that reflects the disease process™
(45). Some aspects of this definition deserve comment. First, it
excludes functional or imaging measures and focuses on bi-
ological determinations. Second, the term “disease process” is
not defined and may range from biological mechanisms to
clinically relevant outcomes. Other medical disciplines, how-
ever, have been more specific and demanding in their require-
ments to qualify a clinical biomarker as useful (46). In the
cardiovascular arena (and likely in COPD too), to be useful in
clinical practice any biomarker has to: (/) be technically
measurable with specificity and reliability, (2) convey novel
information that cannot be obtained by other (simpler)
methods, and (3) be useful for the effective management of
the patients (Table 1) (46).
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TABLE 1. PROPOSED CRITERIA TO ASSESS THE CLINICAL
USEFULNESS OF NOVEL BIOMARKERS

Can the clinician measure the biomarker?
Accurate and reproducible analytical method(s)
Preanalytical issues (including stability) evaluated and manageable
Assay is accessible
Available assays provide high-throughput and rapid turnaround
Reasonable cost
Does the biomarker add new information?
Strong and consistent assodiation between the biomarker and
the outcome or disease of interest in multiple studies
Information adds to or improves on existing tests
Decision limits are validated in more than one study
Evaluation includes data from community-based populations
Will the biomarker help the clinician to manage patients?
Superior performance to existing diagnostic texts, or
Evidence that associated risk is modifiable with specific therapy, or
Evidence that biomarker-guided triage or monitoring enhances care
Consider each of multiple potential uses of the biomarker (diagnosis, risk
stratification; selection of therapy; monitoring disease progression, disease
activity, or response to therapy)

Bold statements indicate highest priority. (Adapted by permission from
Reference 46.)

Over the past few years there has been a growing interest in
the field of biomarkers in COPD. C-reactive protein (CRP) was
probably the first candidate to be studied in these patients.
Pinto-Plata and colleagues showed that CRP serum levels were
raised in patients with COPD, independently of cigarette
smoking (47), whereas Dahl and colleagues demonstrated that
raised CRP levels were an independent predictor of future
outcomes, including hospitalization and death (48). Whether or
not these levels respond to inhaled antiinflammatory therapy is
controversial because, although initial studies suggested that
this was the case (47, 49), results were not confirmed in later
investigations in larger cohorts (50). Other candidate bio-
markers studied in COPD include circulating levels of Clara
cell secretory protein-16 (CC-16) (51), surfactant protein
(SP)-D (52), and serum amyloild A (SAA) (53). The serum
levels of CC-16, a marker of Clara cell toxicity, appear to be
reduced in patients with COPD (51). In contrast, the serum
levels of SP-D, a lung-derived protein associated with the
presence of pulmonary inflammation, are increased in smokers
(with or without COPD) and are potentially useful to identify
patients at risk for exacerbations of COPD (52); interestingly,
SP-D levels appear to respond to inhaled steroid therapy (50).
Finally, Bozinovski and colleagues recently reported that, in
contrast to IL-6, CRP, or procalcitonin levels, SAA can be
helpful for the diagnosis of the episodes of exacerbation (53).

These studies focused on one or a few potential biomarker
candidates. The use of high-throughput technology will improve
our capacity to screen, identify, and eventually validate many
different and novel biomarkers simultaneously. In the field of
COPD. Pinto-Plata and colleagues used a protein microarray
platform and identified a panel of 24 serum markers of in-
flammation, tissue destruction, and repair that were significantly
related to lung function, exercise capacity, the BODE index,
and reported exacerbation frequency (54). Unfortunately, their
relationship with prospectively determined relevant clinical
outcomes was not explored.

Finally, micro ribonucleic acids (micro-RNAs; miRNAs)
are small (22-nucleotide), single-stranded, noncoding RNAs
that regulate gene expression by inducing mRNA degradation
or by inhibiting translation (55). Their potential usefulness as
biomarkers has already been established in patients with
cancer (56, 57) but has not been investigated yet in COPD.
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It is important to realize that different biomarkers may
serve different purposes (33), ranging from the early detection
of subclinical disease, the diagnosis of acute events (e.g.,
exacerbations of COPD), risk stratification, selection of the
most appropriate therapy for a specific clinical phenotype, and
the monitoring of disease progression, disease activity, and/or
response to therapy (46). Therefore, it is conceivable (and
desirable) that in the near future clinicians will be able to use
validated biomarkers to better characterize different aspects of
the pulmonary and extrapulmonary dimensions of the disease
that will eventually help them make the most appropriate
therapeutic decisions for individual patients.

SCALE-FREE NETWORKS ARE EVERYWHERE

Surprisingly, many diverse systems, such as the cell, the society,
the economy, electrical networks, terrorist organizations, and/or
the Internet, share a similar internal architecture: the so-called
scale-free networks (19, 58). This is a particular type of network
characterized by having the majority of its nodes (i.e, the core
elements of the network, whether they are genes, proteins,
metabolites, people, power plants, terrorists, or computers in
the examples given above) connected to other nodes of the
network by a relatively small number of links, whereas a few
nodes (hubs) present an extremely high number of links (Figure
2). This is very different from the Poisson network, where the
majority of nodes have a similar (and relatively small) number
of links (Figure 2).

Scale-free networks share two important functional charac-
teristics. First, they are differentially sensitive to damage. This
means that if a small, peripheral node stops functioning, the
network is very likely to continue working without problem. By
contrast, if a hub is damaged, the functionality of the entire
network is likely to be jeopardized. As an example, consider the
air traffic network shown in Figure 2. If a hub airport (e.g.. JFK
in New York) is closed (remember last winter’s snow storms)
most of the United States and many international flights will be
affected, whereas if a small, peripheral airport is closed, most
flights will continue without problems. This differential sensi-
tivity to damage depending on the centrality of the node is also
seen in biological networks (59). To illustrate this point, Figure
3 presents a murine gene network (60). Red and blue dots
represent nodes (genes) that were significantly up- or down-
regulated, respectively, under the particular experimental con-
ditions of this study (ovalbumin sensitization) (60). Several
characteristics of this network of experimentally induced
asthma are worth discussing: (7) it is a scale-free network, with
clearly identifiable hubs; (2) only a small percentage of the
genes change their expression (color code) after the experi-
mental intervention; (3) it is only by having a map of the
network that the topology (i.e., location within the network) of
a given gene can be determined, and more importantly, whether
a specific gene is characterized as a hub or not; and (4) genes
(nodes) that change in response to the experimental conditions
(colored nodes) tend to have relatively low degrees of connec-
tivity, probably indicating that hubs are key nodes for the
functioning and survival of the network (59).

Second, complex systems are characterized by the presence
of emerging properties, which do not correspond to any given
individual component (node) of the network but to the exis-
tence of the network itself. An easy example of a complex
system with emerging properties is an airplane: none of its
elements (wings, engines, crew, etc.) can fly by itself. Flying is
an emerging property of the system. The concept of emerging
properties is extremely important in human biology, because
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more explanation, see text. (Courtesy of Prof.
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health and disease (life itself, after all) are also emerging
properties of a complex system: the human body.

NETWORKS AND HUMAN BIOLOGY: THE DISEASOME

The application of network science to human biology has begun
to produce some exciting and intriguing results. On the one
hand, the description of the “diseasome” (Figure 5) from the
combination of the Human Disease Network and the Disease
Gene Network (see Appendix for further explanation) is
a paradigmatic example (22) because it offers, for the first time,
a single platform to explore all known phenotype and disease
gene associations (22). On the other hand, because human
biology changes with time (for instance, during the transition
from health to disease or during the response of a given disease
to a specific form of therapy), a dynamic, continuous, graphical
representation is needed. The so-called Phenotypic Disease
Network (PDN) recently published by Hidalgo and colleagues
(see Appendix for further explanation) is a first attempt in this
direction (24), as it showed that: () patients develop diseases
that are closely located in the network to those they already
have, (2) the progression of disease along the links of the
network is different for patients of different sex and race, and
(3) patients diagnosed with diseases that are highly connected in
the PDN tend to die sooner than those affected by less
connected diseases (24). All in all, these findings highlight the
potential of network science to better understand the origin and
evolution of human diseases (24).

SYSTEMS BIOLOGY: THE INTEGRATIVE APPROACH

Human biology, both in health and disease, is extremely
complex (17). Because of this complexity and the lack of
adequate tools to handle complex data, biomedical research
has traditionally followed a reductionist strategy. moving its
focus progressively from the entire human body (anatomy), to
the organ (physiology), the isolated cell (cell biology) and, more
recently, molecules and genes (molecular biology) (61). This
research strategy has been extremely successful and probably

Number of links

reached its summit with the cloning of the entire human
genome (62). Yet, it is clear that a detailed inventory of genes,
proteins, and metabolites is not sufficient to understand life’s
complexity, an emergent property of the system (17).

Systems biology is a novel scientific discipline that seeks to
backtrack the reductionist path followed historically by bio-
medical research to: (/) integrate data within and between the

Figure 3. Gene network derived from the Biomolecular Interaction
Network Database (BIND), the largest available database of murine
molecular interactions. Red and blue dots represent nodes in the
network (genes) that were significantly up- or down-regulated, re-
spectively, in these particular experimental conditions. For further
explanation, see text. (Reprinted by permission from reference 61.)
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different levels of biological complexity (genes, molecules, cells,
tissues, organs, entire body, and even society and environment);
and (2) model the complexity of the system and its emerging
properties. To achieve these goals, systems biology follows an
iterative research strategy that generally involves the following
steps (25): (7) use high-throughput platforms to collect global
genome, transcriptome, proteome, and metabolome informa-
tion in patients who have been precisely characterized pheno-
typically (including, if possible, clinical, functional, and imaging
data). Whenever these data are not available, they can be
complemented with information existing in publically available
databases through knowledge management platforms (66); (2)
use biocomputing algorithms to generate multiscale (from the
molecular to the organ level) predictive mathematical models
from the data collected in patients; (3) use these models to
formulate novel working hypotheses on the mechanisms and
pathways involved in the disease of interest; (4) test these novel
hypothesis through perturbation experiments, that can be done
in silico (model simulation), in virro (cell culture), or in vivo
(animal models or, in the case of selected perturbations, such as
exercise, in healthy subjects or patients); (5) compare the
experimental responses observed with those predicted by the
initial mathematical models, which are then refined to account
better for the results; and, (6) perform novel perturbation
experiments designed and tested computationally and experi-
mentally to arbitrate between competing hypotheses (25). This
process is iterated until the derived model predicts with reason-
able accuracy the observed experimental findings, at which
point the model would have allowed a better understanding of
the disease of interest and the identification of novel bio-
markers. This may in turn translate into the development of
novel diagnostic and therapeutic interventions that can be
tested and validated in prospective clinical trials (27).

IMPLICATIONS FOR THE SCIENCE AND MANAGEMENT
OF COPD

The new science of complex networks and systems biology
reviewed above offers new opportunities for a better under-
standing of the complexity of COPD (63-65).

Intermediate Pathophenotypes: Toward a Novel
Classification of Human Diseases

The classification of human diseases is currently based on
observed correlations between clinical syndromes and patho-
logical and laboratory findings (23). This taxonomic strategy has
two significant limitations: (I) it lacks sensitivity to identify
preclinical disease, and (2) it lacks specificity to define disease

proliferation

l—\
] Apoplcsmj
Necrosis Figure 4. The interaction between genetic and
environmental factors leads to clinical phenotypes

through a finite number of intermediate pathophe-

notypes. (Adapted by permission from Reference 23.)

unequivocally because diseases often have different clinical
presentations (i.e., phenotypes) (23). Loscalzo and colleagues
have pioneered the use of network science and complex systems
to better define and understand what phenotypes really are and,
eventually, to move toward a novel classification of human
diseases (23). Given that any given phenotype/disease reflects
the dynamic consequences of the random interaction between
the genotype and the environment, Loscalzo and colleagues
(23) suggest that it is important to consider two different types
of disease-modifying genes: (1) those genetic mutations and
polymorphisms primarily located in the disease-specific func-
tional modules that characterize that particular phenotype/
disease (22); and, (2) those genes (or networks of genes) whose
actions reflect generic responses to organism stress, evoked
either by the principal mutation and/or environmental expo-
sures (23). These generic responses constitute the so-called
intermediate pathophenotypes and include (Figure 4): inflam-
mation, thrombosis and hemorrhage, fibrosis, the immune re-
sponse, proliferation, and apoptosis/necrosis (23). Given that
these intermediate pathophenotypes constitute the entire arma-
mentarium that we humans have to respond to injury, it should
not be at all surprising that basically all diseases known to date
include a varying proportion of one or more of these responses.

A systems-based network analysis that considers all these
elements provides a mechanistic basis for defining phenotypic
differences among individuals with the same disease through
consideration of unique genetic and environmental factors that
govern intermediate phenotypes contributing to disease expres-
sion (23). Specifically, such analysis has the potential to: (I)
identify the determinants (nodes) or combinations of determi-
nants that influence network behavior (emergent properties)
and disease expression (phenotype); (2) provide insight into
disease mechanism and potential therapeutic targets, because
regulatory determinants may not always be obvious from
reductionist principles; and, (3) quantify the relationships within
the network genome, environmental exposures, and environ-
mental effects that define the specific pathophenotype(s) in-
volved in a given clinical condition (23). The application of
these principles to specific diseases, including COPD, is in its
infancy, but concepts are internally consistent and early results
encouraging (23).

The Inflammatory Network: Immune Cartography and
the Riboleukogram

Each of the intermediate pathophenotypes discussed above is in
itself a complex network. To exemplify this concept, we discuss
the case of the inflammatory response, believed to play a key
role in the pathogenesis of COPD (1, 11). Calvano and
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colleagues were the first to apply a network-based analysis in
the study of the inflammatory response in humans (67). They
analyzed changes in blood leukocyte gene expression patterns
in healthy human volunteers before and after the administration
of bacterial endotoxin. They identified significant functional
module perturbation following the challenge, particularly a tran-
sient dysregulation of leukocyte bioenergetics and modulation
of the translational machinery (67). A few years later, McDunn
and colleagues explored if circulating leukocyte transcriptional
profiles (riboleukograms) can be used to monitor the host
response to and the recovery from acute infection. They found
that: (/) an infection-specific transcriptional program (i.e,
a specific riboleukogram) precedes the clinical diagnosis of
pneumonia in critically ill patients, and (2) disease trajectories
derived from the riboleukograms can be used to quantitatively
track the clinical course of the disease and to identify a state of
immune recovery (68). Polpitiya and colleagues extended these
observations and developed the concept of immune cartography
(69). Using mouse models of abdominal and pulmonary sepsis,
they showed that riboleukograms differentiated infected and
sterile animals, and were specific for gram-negative or gram-
positive infections (69). In addition, they observed that the
endotoxin response can be mapped at the level of gene expres-
sion, and it was possible to follow septic patients and quantita-
tively determine their immune recovery (69). The potential
application of immune cartography to the inflammatory response
that characterizes COPD is being investigated currently.

An Integrated Model of COPD: Role of Comorbidities

As stated from the beginning of this review, COPD is a complex
disease with pulmonary and extrapulmonary (comorbidities)
manifestations (2). A systems-based approach can thus facilitate
the understanding of this complexity. The work by Lee and
colleagues (70) illustrates this possibility. Following similar
principles to those discussed above for the diseasome (22),
these investigators explored the implications of the Human
Metabolic Network (HMN) topology for disease comorbidity

disease genome
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Figure 5.  Left panel: small
subset of the Human Disease
Network (HDN), wherein two
diseases (circles) are connected
if they share at least one gene,
and the width of a link is pro-
portional to the number of
genes shared. Right panel:
small subset of the Disease
GCene Network (DCN},
Bscrz wherein two genes (squares)

s are connected if they have
been involved in the same

ar disease and link width is pro-
portional to the number of
disorders with which the two
genes are commonly associ-
ated. Center panel (disea-
some): a disease and a gene
are linked if mutations in that
gene lead to the specific dis-
order. Circle size is propor-
tional to the number of
genes participating in the cor-
responding disorder, and the
color corresponds to the dis-
order class to which the dis-
ease belongs. (Reprinted by
permission from reference 22.)

Disease Gene Network
(DGN)

(70) (see Appendix for further explanation) and showed that:
(1) comorbidity was higher in connected diseases than in those
that have no metabolic link between them, and (2) the more
connected a disease is. the higher is its prevalence and
associated mortality rate (70). Furthermore, Park and col-
leagues combined information on cellular interactions, dis-
ease—gene associations, and population-level disease patterns
extracted from Medicare data to confirm statistically significant
correlations between the underlying structure of cellular net-
works and disease comorbidity patterns (71). Taken together,
these results highlight that a network topology-based approach
helps to uncover potential mechanisms that contribute to the
shared pathophysiology of seemingly distinct diseases. Until
now, these diseases were categorized as comorbidities simply
because the shared mechanistics linking them were unknown.
As our knowledge of the underlying cellular and molecular
networks improves, it is likely that in the future some comor-
bidities of COPD will in fact be an integral part of a specific
phenotype because they share abnormalities in different mod-
ules of the disease. Such modules may, of course, change with
disease severity or, it is hoped, in response to therapy.

P4 MEDICINE: FROM SYSTEMS BIOLOGY
TO PERSONALIZED MEDICINE

Standing on the shoulders of the theoretical (scale-free net-
works), technological (high-throughput technology, biocomput-
ing), and analytical improvements (systems biology), it is
conceivable that over the next few years the practice of
medicine will evolve from its traditional reactive mode (ie.,
doctors diagnose and treat established diseases) to an anticipa-
tory mode (ie., centered in preserving health) (21). The term
“P4 medicine” (Personalized, Predictive, Preventive, and Par-
ticipatory) has been coined to describe this new form of
medicine (21). It is anticipated that it will be personalized
because it will be based on the personal genome data; it will be
predictive because the analysis of these personal data will allow
accurate risk predictions for several diseases; it will be pre-
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ventive because, from that prediction, preventive measures,
either in the form of regular screening and/or specific interven-
tions, could be implemented; and it will be participatory
because the participation of the individual is essential for all
of the above, for instance, when lifestyle changes are advised or
when compliance with chronic treatments are needed (21).

CONCLUSIONS

This review has addressed different issues related to the
complexity of COPD (phenotypes, biomarkers) and has dis-
cussed some of the scientific changes that are currently occur-
ring (scale-free networks, systems biology, the diseasome,
intermediate pathophenotypes, riboleukogram, and immune
cartography). All of these are likely to significantly affect our
understanding and management of the disease (P4 medicine).
We are not there yet, but it may not take long to witness what
will likely be a true revolution for scientists, doctors, nurses,
patients, individuals, and society. No doubt the findings ema-
nating from this endeavor will have many and very significant
ethical, legal, social, and economic implications. And, in closing,
for the skeptics, just remember that only a few years ago none
of us had a mobile telephone, e-mail, or access to the Internet.

Author Disclosure: A.A. serves on the advisory board of Almirall, GlaxoSmithKline,
and Altana. A.A. has received lecture fees from GlaxoSmithKline, AstraZeneca,
and Almirall and has received sponsored grants from Almirall, Boehringer-
Ingelheim, Pfizer, GlaxoSmithKline, and AstraZeneca. P.S. does not have a finan-
cial relationship with a commercial entity that has an interest in the subject of this
manuscript. B.C. has received consultancy fees from Boehringer-Ingelheim,
GlaxoSmithKline, AstraZeneca, and Almirall. B.C. serves on the advisory board
for Aeris, Rox, Boehringerdngelheim, GlaxoSmithKline, and AstraZeneca. B.C.
has received sponsored grants from Boehringer-Ingelheim, Pfizer, GlaxoSmithKline,
Aeris, and Forrest.

Acknowledgment: This paper is in itself a living proof of the importance of
networks. Its first draft was written in Fornalutx (Balearic Islands, Spain)
surrounded by a network of beautiful orange, lemon, and olive trees (http://
www.ajfornalutx.net) that provided the necessary environmental network condi-
tions for reading, thinking and writing (biological network). Then, it was discussed
overseas by using the facilities of a key technological network: the Internet. Finally,
the input of a social network of many colleagues and friends helped it reach its
final form. Without these four networks, this paper would have been different or
may not even have existed.

References

1. Rabe KF, Hurd 8§, Anzuelo A, Barnes PJ, Buist SA, Calverley P,
Fukuchi Y, Jenkins C, Rodriguez-Roisin R, van Weel C van, et al
Global strategy for the diagnosis, management, and prevention of
chronic obstructive pulmonary disease: GOLD executive summary.
Am I Respir Crit Care Med 2007;176:532-555.

. Agusti AG. COPD, a multicomponent disease: implications for man-
agement. Respir Med 2005;99:670-682.

. Agusti A, Calverley P, Celli B, Coxson H, Edwards L, Lomas D,
MacNee W, Miller B, Rennard §, Silverman E, ef al. Characterisation
of COPD heterogeneity in the ECLIPSE cohort. Respir Res 2010;11:
122-136.

. Schols AM, Slangen J, Volovics L, Wouters EF. Weight loss is a re-
versible factor in the prognosis of chronic obstructive pulmonary
disease. Am J Respir Crit Care Med 1998;157:1791-1797.

. Ries AL, Kaplan RM, Limberg TM, Prewitt LM. Effects of pulmonary
rehabilitation on physiologic and psychosocial outcomes in patients
with chronic obstructive pulmonary disease. Ann Intern Med 1995;
122:823-832.

. Celli BR, Cote CG, Marin JM, Casanova C, Montes de Oca M, Mendez
RA, Pinto Plata V, Cabral HJ. The body-mass index, airflow
obstruction, dyspnea, and exercise capacity index in chronic obstruc-
tive pulmonary disease. N Engl J Med 2004;350:1005-1012.

7. Puhan MA, Garcia-Aymerich J, Frey M, Ter RG, Anto JM, Agusti AG,
Gomez FP, Rodriguez-Roisin R, Moons KG, Kessels AG, et al
Expansion of the prognostic assessment of patients with chronic
obstructive pulmonary disease: the updated BODE index and the
ADO index. Lancer 2009;374:704-711.

. Jones RC, Donaldson GC, Chavannes NH, Kida K, Dickson-Spillmann
M, Harding S, Wedzicha JA, Price D, Hyland ME. Derivation and

]

L3

s

w

o

]

o

10.

=

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

=]

21.

22,

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

=]

3L

Anexos

1135

validation of a composite index of severity in chronic obstructive
pulmonary disease: the DOSE index. Am J Respir Crit Care Med
2009;180:1189-1195.

Barnes PJ. Immunology of asthma and chronic obstructive pulmonary
disease. Nat Rev Immunol 2008;8:183-192.

Willemse BWM, ten Hacken NHT, Rutgers B, Lesman-Leegte IGAT,
Postma DS, Timens W, Effect of 1-year smoking cessation on airway
inflammation in COPD and asymptomatic smokers. Eur Respir J
2005:26:835-845.

Hogg JC, Chu F, Utokaparch §, Woods R, Elliott WM, Buzatu L,
Cherniack RM, Rogers RM, Sciurba FC, Coxson HO, et al. The
nature of small-airway obstruction in chronic obstructive pulmonary
disease. N Engl J Med 2004;350:2645-2633.

Cosio M, Saetta M, Agusti A. Immunological aspects of COPD. N Engl
I Med 2009;360:2445-2454.

Castaldi PJ, Cho MH, Cohn M, Langerman F, Moran §, Tarragona N,
Moukhachen H, Venugopal R, Hasimja D, Kao E, et al. The COPD
genetic association compendium: a comprehensive online database of
COPD genetic associations. Hum Mol Gerer 2010;19:526-534.

Cho MH, Boutaoui N, Klanderman BJ, Sylvia JS, Ziniti JP, Hersh CP,
DeMeo CL, Hunninghake GM, Litonjua A, Sparrow D, ef al. 2010.
Variants in FAMI3A are associated with chronic obstructive pulmo-
nary disease. Nar Genet 2010:42:200-202.

Hersh CP, Pillai SG, Zhu G, Lomas DA, Bakke P, Gulsvik A, DeMeo
DL, Klanderman BJ, Lazarus R, Litonjua AA, ef al Multistudy fine
mapping of chromosome 2q identifies XRCCS as a chronic obstruc-
tive pulmonary disease susceptibility gene. Am J Respir Crit Care
Med 2010;182:605-613.

Cho MH, Washko GR, Hoffmann TJ, Criner GJ, Hoffman EA,
Martinez FJ, Laird N, Reilly JJ, Silverman EK. Cluster analysis in
severe emphysema subjects using phenotype and genotype data: an
exploratory investigation. Respir Res 2010;11:30.

Oltvai ZN, Barabasi AL. Systems biology. Life’s complexity pyramid.
Secience 2002;298:763-764.

Barabasi AL, Olivai ZN. Network biology: understanding the cell’s
functional organization. Nat Rev Genet 2004;5:101-113.

Barabasi AL. Scale-free networks: a decade and beyond. Science 2009,
325:412-413.

Manolio TA. Genomewide association studies and assessment of the risk
of disease. N Engl J Med 2010:363:166-176.

Galas DJ, Hood L. Systems biology and emerging technologies will
catalyze the transition from reactive medicine to predictive, person-
alized, preventive and participatory (P4) medicine. Interdisciplinary
Bio Central 2009;1:1-4.

Goh KI, Cusick ME, Valle D, Childs B, Vidal M, Barabasi AL. The
human disease network. Proc Natl Acad Sci USA 2007;104:8685—
8690.

Loscalzo J, Kohane I, Barabasi AL. Human disease classification in the
postgenomic era: a complex systems approach to human pathobiol-
ogy. Mol Syst Biol 20073:124.

Hidalgo CA, Blumm N, Barabasi AL, Christakis NA. A dynamic
network approach for the study of human phenotypes. PLOS Comput
Biol 2009;5:e1000353.

Auffray C, Adcock Im, Chung KF, Djukanovic R, Pison C, Sterk PJ. An
integrative systems biology approach to understanding pulmonary
diseases. Chest 2010:137:1410-1416.

Auffray C, Chen Z, Hood L. Systems medicine: the future of medical
genomics and healthcare. Genome Med 2009;1:2,

Clermont G, Auffray C, Moreau Y, Rocke DM, Dalevi D, Dubhashi D,
Marshall DR, Raasch P, Dehne F, Provero P, ¢f al. Bridging the gap
between systems biology and medicine. Genonte Med 2009;1:88.

Freimer N, Sabatti C. The human phenome project. Nar Gener 2003;34:
15-21

Han MK, Agusti A, Calverley PM, Celli BR, Criner G, Curtis JL, Fabbri
LM, Goldin JG, Jones PW, MacNee W, et al. Chronic obstructive
pulmonary disease phenotypes: the future of COPD. Am J Respir Crit
Care Med 2010;182:598-604.

Burgel PR, Paillasseur JL, Caillaud D, Tillie-Leblond I, Chanez P,
Escamilla R, Court-Fortune I, Perez T, Carré P, Roche N. Clinical
COPD phenotypes: a novel approach using principal component and
cluster analyses. Eur Respir J 2010:36:531-539.

Marsh SE, Travers J, Weatherall M, Williams MV, Aldington §,
Shirtcliffe PM, Hansell AL, Nowitz MR, McNaughton AA, Soriano
JB, et al. Proportional classifications of COPD phenotypes. Thorax
2008:63:761-767.

151



1136

32.

33.

34.

35.

h

36.

37.

3

38.

39.

40.

41.

42.

]

43,

w

45.

47.

]

49.

5

51.

Papel del Inflamasoma en la EPOC estable y agudizada

Bhattacharya §, Srisuma S, DeMeo DL, Shapiro SD, Bueno R,
Silverman EK, Reilly JJ, Mariani TJ. Molecular biomarkers for
quantitative and discrete COPD phenotypes. Am J Respir Cell Mol
Biol 2009:40:359-367.

Jones PW, Agusti AGN. Outcomes and markers in the assessment of
chronic obstructive pulmonary disease. Eur Respir J2006;27:822-832.

Report of the Medical Research Council Working Party. Long term
domiciliary oxygen therapy in chronic hypoxic cor pulmonale compli-
cating chronic bronchitis and emphysema. Lancer 1981;1:681-686.

Nocturnal Oxygen Therapy Trial Group. Continuous or nocturnal
oxygen therapy in hypoxemic chronic obstructive lung disease. A
clinical trial. Ann Intern Med 1980;93:391-398.

Gorecka D, Gorzelak K, Sliwinski P, Tobiasz M, Zielinski J. Effect of
long term oxygen therapy on survival in patients with chronic
obstructive pulmonary disease with moderate hypoxaemia. Thorax
1997:52:674-679.

Zielinski J. Long-term oxygen therapy in COPD patients with moderate
hypoxaemia: does it add vears to life? Eur Respir J 1998;12:756-758.

National Emphysema Treatment Trial Research Group. A randomized
trial comparing lung-volume-reduction surgery with medical therapy
for severe emphysema. N Engl J Med 2003;348:2059-2073.

Fabbri LM, Calverley PM, Izquierdo-Alonso JL, Bundschuh DS, Brose
M, Martinez FJ, Rabe KF. Roflumilast in moderate-to-severe chronic
obstructive pulmonary disease treated with longacting bronchodila-
tors: two randomised clinical trials. Lancer 2009;374:695-703.

Calverley PM, Rabe KF, Goehring UM, Kristiansen S, Fabbri LM,
Martinez FJ. Roflumilast in symptomatic chronic obstructive pulmo-
nary disease: two randomised clinical trials. Lancer 2009;374:685-604,

Garda-Aymernch J, Gomez FP, Anto JM. [Phenotypic characterization
and course of chronic obstructive pulmonary disease in the PAC-
COPD study: design and methods.| Arch Bronconeumol 2009;45:4-11.

Regan EA, Hokanson JE, Murphy JR, Make B, Lynch DA, Beaty TH,
Curran-Everett D, Silverman EK, Crapo JD. Genetic epidemiology
of COPD (COPDGene) study design. COPD 2010;7:32-43.

Vestbo J, Anderson W, Coxson HQ, Crim C, Dawber F, Edwards L,
Hagan G, Knobil K, Lomas DA, MacNee W, ¢f al. Evaluation of
COPD longitudinally to identify predictive surrogate end-points
(ECLIPSE). Eur Respir J 2008;31:869-873.

Vestbo J, Rennard S. Chronic obstructive pulmonary disease bio-
marker(s) for disease activity needed-urgently. Am J Respir Crit
Care Med 2010:182:863-864.

Cazzola M, MacNee W, Martinez FJ, Rabe KF, Franciosi LG, Barnes
PJ, Brusasco V, Burge PS, Calverley PMA, Celli BR, e al. Oulcomes
for COPD pharmacological trials: from lung function to biomarkers.
Eur Respir J 2008;31:416-469.

Morrow DA, de Lemos JA. Benchmarks for the assessment of novel
cardiovascular biomarkers. Circulation 2007;115:949-952,

Pinto-Plata VM, Mullerova H, Toso JF, Feudjo-Tepie M, Soriano JB,
Vessey RS, Celli BR. C-reactive protein in patients with COPD,
control smokers and non-smokers. Thorax 2006;61:23-28.

Dahl M, Vestbo I, Lange P, Bojesen SE, Tybjaerg-Hansen A,
Nordestgaard BG. C-reactive protein as a predictor of prognosis in
chronic obstructive pulmonary disease. Am J Respir Crit Care Med
2007:175250-255.

Sin DD, Lacy P, York E, Man SFP. Effects of fluticasone on systemic
markers of inflammation in chronic obstructive pulmonary disease.
Am J Respir Crit Care Med 2004;170:760-763.

Sin DD, Man SFP, Marciniuk DD, Ford G, FitzGerald M, Wong E,
York E, Mainra RR, Ramesh W, Melenka LS, ef al The Effects of
fluticasone with or without salmeterol on systemic biomarkers of
inflammation in chronic obstructive pulmonary disease. Am J Respir
Crit Care Med 2008;177:1207-1214.

Lomas DA, Silverman EK, Edwards LD, Miller BE, Coxson HO,
Tal-Singer R. Evaluation of serum CC-16 as a biomarker for COPD
in the ECLIPSE cohort. Thorax 2008:63:1058-1063.

52

5

54.

55.

56.

5

58.

59.

60.

=

61.

=

6

63,

65.

67.

69.

70.

1.

72.

]

b

=

N

AMERICAN JOURNAL OF RESPIRATORY AND CRITICAL CARE MEDICINE VOL 183 2011

Lomas DA, Silverman EK, Edwards LD, Locantore NW, Miller BE,
Horstman DH, Tal-Singer R; Evaluation of COPD Longitudinally to
Identify Predictive Surrogate Endpoints study investigators. Serum
surfactant protein D is steroid sensitive and associated with exacer-
bations of COPD. Eur Respir J 2009;34:95-102.

Bozinovski §, Hutchinson A, Thompson M, MacGregor L, Black T,
Giannakis E, Karlsson AS, Silvestrini R, Smallwood D, Vlahos R,
et al. Serum amyloid A is a biomarker of acute exacerbations of
chronic obstructive pulmonary disease. Am J Respir Crit Care Med
2008:177:269-275.

Pinto-Plata V, Toso I, Lee K, Parks D, Bilello J, Mullerova H, Desouza
M, Vessey RS, Celli B. Profiling serum biomarkers in patients with
COPD: associations with clinical parameters. Thorax 2007:62:595-601.

Nana-Sinkam SP, Hunter MG, Nuovo GJ, Schmitigen TD, Gelinas R,
Galas D, Marsh CB. Integrating the microRNome into the study of
lung disease. Am J Respir Crit Care Med 2009;179:4-10.

Kosaka N, Iguchi H, Yoshioka Y, Takeshita F, Matsuki Y, Ochiya T.
Secretory mechanisms and intercellular transfer of microRNAs in
living cells. J Biol Chem 2010:285:17442-17452.

Mitchell PS, Parkin RK, Kroh EM, Fritz BR, Wyman SK, Pogosova-
Agadjanyan EL, Peterson A, Noteboom J, O'Briant KC, Allen A,
et al Circulating microRNAs as stable blood-based markers for
cancer detection. Proc Natl Acad Sei USA 2008;105:10513-10518.

Barabasi AL, Albert R. Emergence of scaling in random networks.
Science 1999:280:509-512.

Jeong H, Mason SP, Barabasi AL, Oltvai ZN. Lethality and centrality in
protein networks. Nature 2001:411:41-42.

Lu X, Jain VV, Finn PW, Perkins DL. Hubs in biological interaction
networks exhibit low changes in expression in experimental asthma.
Mol Syst Biol 2007;3:98.

Barabasi AL. Network medicine—from obesity to the “diseasome”.
N Engl J Med 2007:357:404-407.

Venter JC, Adams MD, Myers EW, Li PW, Mural RI, Sutton GG, Smith
HO, Yandell M, Evans CA, Holt RA, et al. The sequence of the
human genome. Science 2001;291:1304-1351.

Richens JL, Urbanowicz RA, Lunt EA, Metcalf R, Corne J, Fairclough
L, O’Shea P. Systems biology coupled with label-free high-throughput
detection as a novel approach for diagnosis of chronic obstructive
pulmonary disease. Respir Res 2009;10:29.

Vidal M. A unifying view of the 21st century systems biology. FEBS Lert
2009;583:3891-3894.

Wu W, Kaminski N. Chronic lung diseases. Wiley Interdiscip Rev Syst
Biol Med 2009:1:298-308.

Carter GW, Galas DI, Galitski T. Maximal extraction of biological
information from genetic interaction data. PLOS Comput Biol 2000:5:
21000347,

Calvano SE, Xiao W, Richards DR, Felciano RM, Baker HV, Cho RJ,
Chen RO, Brownstein BH, Cobb JP, Tschoeke SK, er al. A network-
based analysis of systemic inflammation in humans. Nature 2005,437:
1032-1037.

McDunn JE, Husain KD, Polpitiva AD, Burykin A, Ruan J, Li Q,
Schierding W, Lin N, Dixon D, Zhang W, et al. 2008, Plasticity of the
systemic inflammatory response to acute infection during critical
illness: development of the riboleukogram. PLoS One 3:e1564.

Polpitiya AD, McDunn JE, Burykin A, Ghosh BK, Cobb JP. Using
systems biology to simplify complex disease: immune cartography.
Crit Care Med 200937:816-821.

Lee DS, Park I, Kay KA, Christakis NA, Oltvai ZN, Barabasi AL. The
implications of human metabolic network topology for disease
comorbidity. Proc Natl Acad Sci USA 2008;105:9880-9885.

Park J, Lee DS, Christakis NA, Barabasi AL. The impact of cellular
networks on disease comorbidity. Mol Syst Biol 2009;5:262.

Agusti A. Systemic effects of chronic obstructive pulmonary disease:
what we know and what we don’t know (but should). Proc Am Thorac
Soc 2007:4:522-525.

152



Anexos

Pulmonary Perspective 1137

APPENDIX
GLOSSARY OF TERMS AND DEFINITIONS

» Biomarker: any molecule or material (e.g.. cells, tissue) that is objectively measured and evaluated as an indicator of normal
biological processes. pathogenic processes, or pharmacologic responses to a therapeutic intervention.

Complex systen: system composed of interconnected parts that as a whole exhibit one or more properties not obvious from the
properties of the individual parts (emerging properties).

e COPD phenotype: a single or combination of disease attributes (traits) that describe differences between individuals with
COPD as they relate to clinically meaningful outcomes (symptoms, exacerbations, response to therapy, and rate of disease
progression or death).

o Disease severity: extent of the functional loss of the target organ.
e Disease activity: level of activation of the biological processes that drive disease progression.

e Diseasome: Combined set of all known disorder/disease gene associations that results from linking the Human Disease Network
(HDN) and the Disease Gene Network (DGN).

Disease Gene Network (DGN): a scale-free network whose nodes (genes) are connected if they are involved in the same
disease.

Emerging properties: Functional characteristics of a complex system that cannot be explained by any given individual
component (node) of the network but by the existence of the network itself.

» Genorype: inherited genetic instructions of an organism, cell, or individual, whether they are expressed or not.
o Hub: node with a large number of links.

o Human Disease Network (HDN): a scale-free network whose nodes (diseases) are connected if there is at least one gene that
has been implicated in both.

o Human Metabolic Network (HMN): a scale-free network whose nodes (diseases) are connected if mutated enzymes associated
with them catalyze adjacent metabolic reactions.

o Immune cartography: disease trajectories derived from riboleukograms to quantitatively track the course of immune evolution.
e Link: connector between nodes. Also often referred to as “edges.”

e Network: collection of vertices (or “nodes™) and edges (or links) that connect pairs of vertices.

» Node: core element of a network. Also often referred to as “vertices.”

Phenotype: any observable physical or biochemical quality of an organism, resulting from the random interaction between the
genotype and the environment.

Phenotypic Disease Network (PDN): A network approach to the dynamic (this is, changing) nature of clinical presentation of
diseases.

e P4 medicine: a proposed new form of medical practice that combines Personalized, Predictive, Preventive, and Participatory
elements.

Riboleukogram: transcriptional profiles of circulating leukocytes.

Scale-free networlks: a particular type of network characterized by the presence of few nodes (elements of the network) that
have many links (hubs), whereas most nodes have few links.

System: set of interdependent components that form an integrated whole.

Systems biology: scientific discipline that integrates and models high-throughput data within and between the different levels of
biological complexity (genes, molecules, cells, tissues, organs, entire body, and even society and environment).

o Trair: a distinguishing feature of a given disease.
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Traditional medical practice has been “reactive” (doctor takes part when disease appears). The theoreti-
cal (scale free networks and complex systems), technological (high efficiency “omic” technologies) and
conceptual (biology systems) advances throughout the last decade, allow us to anticipate the transition
to an “anticipatory” medicine, based on health (not on disease). This review establishes the conceptual
bases and discusses the principal aspects of this new medicine, known as “P4 Medicine” standing for
personalized, predictive, preventive and participatory.
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Introduccién

La prdctica médica se encuentra al borde de un cambio tras-
cendental. En los proximos afios pasard progresivamente, de ser,
una medicina reactiva, basada en la enfermedad, a una medicina
personalizada, predictiva, preventiva y participatoria (Medicina
P4) centrada en la salud. Este cambio sera posible gracias a los
avances alcanzados en el ambito de la ciencia basica (por ejem-
plo, secuenciacion completa del genoma humano)', el desarrollo
de herramientas informaticas (por ejemplo, Internet) y de imagen
(TAC, RMN, PET), y el uso de conceptos de ingenieria-fisica (como

* Autor para correspondencia.
Correo electrénico: psobradillo@ciberes.org (P. Sebradillo).

las redes libres de escala y los sistemas complejos). Esta revision
discute este nuevo paradigma. Para ello, se estructura en cuatro
apartados que: 1) sitdian en una perspectiva histérica la evolu-
cion de la investigacion biomédica; 2) presentan conceptos basicos
sobre redes libres de escala y sistemas complejos necesarios para
3) entender las implicaciones de la biologia de sistemas en la salud
y laenfermedad humanas; y, finalmente, 4) discuten los requisitos
y los potenciales riesgos y beneficios de la Medicina P4.

Perspectiva historica de la investigacion médica

Debido a la enorme complejidad de la biologia humana, la
investigacion médica ha obedecido historicamente a una estrategia
reduccionista, que pretende explicar fendmenos complejos defi-
niendo las propiedades funcionales de los elementos individuales

0300-2896/$ - see front matter © 2010 SEPAR. Publicado por Elsevier Espafia, S.L. Todos los derechos reservados.

doi:10.1016/j.arbres.2010.09.009
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que componen el sistema. Asi, su foco de investigacion pasé progre-
sivamente desde el organismo en su conjunto (anatomia), al drgano
(fisiologia), la célula (biologia celular) y, ms recientemente, las
moléculas (genes, proteinas, lipidos y metabolitos; biologia mole-
cular). Esta estrategia reduccionista asume que el mundo que nos
rodea puede ser comprendido en términos de las propiedades de
sus partes constituyentes; en descomponer la Naturaleza en sus
partes y leyes mas simples. Se podria definir este enfoque como
“divide y vencerds” y se basa en asumir que los problemas comple-
jos se pueden resolver dividiéndolos en problemas mas pequefios
y simples, y por tanto mds tratables. El reduccionismo domina la
Medicina y afecta a nuestra forma de diagnosticar, tratar y pre-
venir las enfermedades. Nuestra inclinacion natural es la de aislar
el factor individual responsable del comportamiento observado. De
hecho, el nacimiento de las propias especialidades médicas es fruto
de esta estrategia reduccionista.

Hay que admitir que esta estrategia ha sido extraordinariamente
exitosa. No sélo ha permitido llegar a conocer la naturaleza intima
de la estructura celular y molecular de la biologia humana, sino
que haresultado en un avance espectacular de la practica clinicaen
todas sus especialidades. Sin embargo, el reduccionismo tiene un
limite: no es capaz de explicar todos los fenomenos, especialmente
aquellos que involucran mas de una causay requieren el funciona-
miento coordinado de diversas estructuras (sistemas). Cada vez es
mas evidente que una funcién bioldgica sélo raramente se puede
atribuir a una molécula individual. En cambio, la mayoria de los
sistemas biologicos, tanto en la salud como en la enfermedad, sur-
gen de interacciones complejas entre los numerosos componentes
de la célula, como proteinas, ADN, ARN y pequefias moléculas?,
La investigacion biologica de los ultimos 40 afios ha revelado la
naturaleza y profundidad de la complejidad de los sistemas biol6-
gicos. El mayor reto de la biologia del siglo XXI es hacer frente a
esta complejidad?, Es evidente que esta complejidad no se puede
entender estudiando genes y proteinas de forma aislada e indivi-
dual. De hecho, los sistemas biologicos deben estudiarse como un
todo integrado®.,

Como alternativa al enfoque reduccionista surge la perspectiva
basada en el “sistema”, entendido como un conjunto de elementos
individuales que posee propiedades “emergentes” no atribuibles a
ningunode ellos por separado. Unejemplode “sistema” es un avion.
La “propiedad emergente” que caracteriza al avion es su capaci-
dad de volar, pero esta capacidad no depende de ninguno de sus
elementos por separado (alas, motores, pilotos, etc.), sino del fun-
cionamiento “integrado” de todos ellos. En otras palabras, el nuevo
enfoque admite que el bosque no puede entenderse estudiando los
arboles de forma individual.

La Biologia de Sistemas es un nuevo campo de investigacion
interdisciplinariaen el quelas interacciones de los elementos, inter-
nosy externos, que influyen en el proceso bioldgico se formulan con
expresiones matematicas. La biologia de sistemas fue concebida
para abordar de forma cuantitativa y modelizada la complejidad
observada en los sistemas bioldgicos. Este enfoque “holistico” o
“global” permite comprender el funcionamiento de los sistemas
(procesos) bioldgicos y profundizar en la investigacion de como
sus interacciones tanto internas como con otros sistemas conlle-
van la aparicion de nuevas propiedades emergentes. Practicamente
cualquier proceso biolégico puede ser objeto de estudio a par-
tir de esta estrategia de biologia de sistemas, como por ejemplo,
el crecimiento de una célula, la interaccion entre dos bacterias o
la circulacién sanguinea en un organismo. Para desarrollar esta
estrategia es necesario incorporar conocimientos aportados por la
ingenieria de sistemas que comenzo con los “cybernetics” de Nor-
bert Weiner en 1948 y la “Teoria general de Sistemas” de Ludwig
von Bertalanffy en 1969. Los campos en desarrollo de la teoria del
caos, ladindmica no lineal y la ciencia de sistemas complejos, junto
con la ciencia computacional, las matematicas y la fisica, también

han contribuido al armamento analitico utilizado para el analisis
de sistemas. A continuacion se describen brevemente las principa-
les caracteristicas de los sistemas complejos y las redes libres de
escala.

Sistemas complejos y redes libres de escala

Un Sistema Complejo es un conjunto de elementos interco-
nectados cuyos vinculos contienen informacién adicional y oculta
al observador y de cuya interaccién surgen propiedades nuevas
(emergentes) que no pueden explicarse a partir de las propieda-
des de cada uno de los elementos aislados. La célula es un ejemplo
tipico de sistema complejo, ya que estd compuesta por muchos ele-
mentos individuales (ribosomas, mitocondrias, nicleo, membrana,
reticulo endoplasmatico, proteinas, ADN, ARN, etc.), cada uno de los
cuales se encarga de realizar una funcién especifica. Estos elemen-
tos responden de forma no lineal ante perturbaciones externas. Por
ejemplo, algunas veces una mutacion en el ADN no tiene ningdn
efecto en la supervivencia de la célula, mientras que otras veces
una sola mutacién puede ser fatal?, Ademads, la célula presenta pro-
piedades emergentes que no pueden explicarse en términos de las
propiedades de sus elementos individuales.

El comportamiento de la mayoria de los sistemas complejos,
desde la célula hastaInternet, surge a partir de la actividad orques-
tada de muchos componentes que interactiian entre ellos por
medio de interacciones pareadas. Asi, los componentes de un sis-
tema (o red) se pueden representar como una serie de nodos (o
vértices, o links) que estin conectados entre ellos por enlaces (o
aristas), en el que cada enlace representa unainteraccién entre dos
componentes. Los nodos y los enlaces juntos forman una red, o en
un lenguaje matematico mds formal, un grafo’.

En la naturaleza se pueden encontrar diversos tipos de redes,
en funcion del nimero y tipo de nodos y enlaces. Por ejemplo, en
una red social los nodos son las personas y las conexiones pue-
den ser los lazos de amistad que existan entre ellas: dos personas
estdn conectadas si son amigos. Otros ejemplos de red incluyen las
enfermedades (conectadas por genes o proteinas compartidos), la
economia (bancos conectados por inversiones compartidas), Inter-
net, lared eléctrica, y muchas mas. De hecho, loraro es no encontrar
una red que dé soporte a la gran mayoria de actividades, bioldgicas
o no, en el mundo.

Tradicionalmente, para estudiar las propiedades de las redes se
ha empleado la teoria de grafos. Esta teoria permite: a) reconocer
links e identificar hubs (es decir, nodos con muchos links); b)ilustrar
laestructura del conjunto de lared y de sus posibles subconjuntos;
c¢) profundizar en la naturaleza de las relaciones entre los elemen-
tos de la red; d) aclarar las reglas que las gobiernan, y e) permitir
establecer nuevos marcos (globales) de trabajo.

Tal vez la propiedad mas importante que caracteriza la estruc-
tura de una red compleja es la funcion de distribucion de links
P(k), que informa sobre la probabilidad de que un nodo escogido
al azar tenga k conexiones®, Se han descrito dos tipos fundamenta-
les de distribuciones P(k): Poisson (normal) y libre de escala (fig. 1).
Las primeras son importantes principalmente por razones histé-
ricas, ya que dichas redes fueron las primeras que se analizaron
matematicamente. Este andlisis lo llevaron a cabo los matemdti-
cos hingaros Paul Erdds (1913-1996) y Alfréd Rényi (1921-1970)
en la década de los 50. En las redes de Poisson todos los nodos
tienen mds o menos el mismo ndmero de conexiones, es decir,
las conexiones en una red de Poisson estdn distribuidas homogé-
neamente entre sus nodos. Por el contrario, la caracteristica mas
importante de las redes libres de escala es su alta heterogeneidad,
ya que existen nodos con muy pocas conexiones, nodos mediana-
mente conectados y nodos extremadamente conectados (fig. 1). Los
nodos altamente conectados se denominan nicleos o centros de la
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Figura 1. Distribucién de Poisson o normal y distribucién libre de escala Cortesia del Dr. M. Perpina.

red (hubs)?. Mds alla de estas caracteristicas lo realmente sorpren-
dente es la ubicuidad de las redes libres de escala, que aparecen
en dmbitos tan diversos como las pequeiias redes metabdlicas den-
tro de la célula, hasta las grandes redes informaticas como la red
Internet, pasando por las redes bancarias, 1a distribucién de gas y
electricidad o las redes terroristas.

Otra caracteristica fundamental de los sistemas complejos es
su robustez, término que se refiere a la capacidad del sistema
de responder a los cambios en las condiciones externas o en la
organizacion interna sin afectar a su comportamiento normal. En
este sentido, es importante seflalar que las redes libres de escala
son asombrosamente robustas frente a fallos accidentales. Esto se
debe a que un fallo aleatorio afecta principalmente a los nodos
de pequefio tamaiio, cuya ausencia no perturba la integridad de
la red. Por otro lado esta dependencia en los hubs provoca el efecto
conocido como “vulnerabilidad al ataque”, que implica que la eli-
minacion de unos pocos hubs clave escinde el sistema en racimos
aislados de nodos pequefios®’. Un claro ejemplo de esta carac-
teristica de las redes libres de escala es la red de aeropuertos:
existen muchos aeropuertos pequefios, con pocas conexiones y
pocos aeropuertos grandes que estan muy conectados (por ejem-
plo, el aeropuerto de Heathrow). La reciente crisis del trafico aéreo
en Europa debido a 1a nube de cenizas del volcdn de Islandia se
debi6, al menos inicialmente, a que obligd a cerrar Heathrow, lo
que ocasiond la caida de toda la red de aeropuertos en Europa. Si
la nube volcanica hubiese afectado a un aeropuerto no-hub, Europa
hubiese seguido volando. Este concepto puede aplicarse facilmente
a las redes moleculares y celulares que subyacen a la salud y la
enfermedad humanas.

Biologia de sistemas, salud y enfermedad

Elandlisis de redes complejas se ha aplicado recientemente y de
forma satisfactoria a la salud y la enfermedad humana, en ambitos
tan diversos como la caracterizacion de epidemias®? y 1as formas de

controlarlas'®!" olaidentificacién de los mecanismos que influyen
enlapropensién metastasica y la letalidad del cancer'2, Un ejemplo
aplicable a la medicina respiratoria fue el estudio de la respuesta
alérgica en un modelo de asma experimental de Lu et al'?, basado
en que el asma es una enfermedad poligénica enla que existe inter-
accién de muchos genes'?. Paraello, los autores crearon una red de
interacciones moleculares utilizando la base de datos del Biomo-
lecular Object Network Databank sobre 1a que superpusieron los
cambios observados en la expresion de los genes que cambiaban
con la intervencion experimental (exposicion a ovoalbimina). Un
andlisis topoldgico de los genes expresados en estas condiciones
experimentales permitio determinar una relacion inversa entre el
cambio de expresion y la conectividad del gen. Es decir, genes con
un cambio alto en el nivel de expresion se situaban mas frecuen-
temente en la periferia de la red (baja conectividad), mientras que
los hubs (nodos con alta conectividad) y superhubs (nodos que unen
hubs) tendian a ser menos reactivos a la intervencion experimental
Estas observaciones tienen implicaciones metodoldgicas y biologi-
cas. En primer lugar, sugieren que genes con funciones biologicas
importantes podrian no ser detectados si no se emplea este tipo de
estrategia de investigacion. Por otra parte, indican que, al menos
algunas respuestas bioldgicas, como la respuesta alérgica inmune,
son mediadas por cambios en nodos con baja conectividad.

La metodologia derivada de las redes libres de escala y siste-
mas complejos descritos anteriormente también se ha utilizado
para evaluar el papel de los factores ambientales (“sociales”) en
las enfermedades. Por ejemplo, Christakis y Fowler, en un articulo
publicado en el New England Journal of Medicine'3, estudiaron los
efectos de las redes sociales sobre la prevalencia de obesidad. Para
ello, construyeron una red a partir de los participantes del estudio
Framingham, estableciendo lazos de union entre amigos, vecinos,
esposos y familiares. Observaron que el riesgo de desarrollar obe-
sidad aumentaba un 40% si un individuo tenia un hermano obeso,
pero era del 171% si dicho individuo tenia un amigo obeso, sugi-
riendo que esta red social tenia un peso en el riesgo de ser obeso
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superior a la carga genética de los individuos. Los mismos auto-
res también estudiaron, en la misma cohorte, la dindmica del cese
del habito tabaquico a lo largo de 29 afios (de 1971 a 2000)'S.
Observaron que grupos enteros de gente conectada abandonaban
el tabaco al mismo tiempo y que los fumadores aparecian progre-
sivamente en la periferia de la red.

Estos y otros estudios han puesto de manifiesto un hecho fre-
cuentemente ignorado: las redes dominan todos los aspectos de
lasalud y la enfermedad humanas. Para entender los mecanismos
de enfermedad no es suficiente con conocer la lista de “genes de
enfermedad”; se debe disponer del diagrama (mapa) de conexio-
nes de los componentes celulares que son influenciados por estos
genes y por los productos de dichos genes. Dada la situacion cam-
biante (dindmica)de la salud/enfermedad humana, no es suficiente
con disponer tinicamente de una “foto” del sistema; se necesita un
“video” que capture laevolucién dela complejidad biolégicaen con-
diciones normales (salud) y anormales (enfermedad), tanto antes
como después de una intervencion terapéutica.

La existencia de alteraciones especificas en las redes molecu-
lares y genéticas suscita la posibilidad de que las enfermedades
no sean tan independientes entre si como generalmente se con-
sideran. Existe un gran nimero de enfermedades que, a pesar
de tener formas de expresion clinica diferentes, forman parte de
una misma red'”'®, De hecho, utilizando esta aproximacién se ha
descrito el “diseasoma” (fig. 2) como lared de enfermedades huma-
nas que comparten elementos moleculares y genéticos comunes'?.
Esta aproximacion ha revelado que existen muchas conexiones
entre desordenes individuales o agrupaciones de desordenes, sugi-
riendo que el origen genético de la mayoria de enfermedades, en
cierta medida, es compartido con otras enfermedades. Cancer y
enfermedades neurolégicas representan las enfermedades con mas

conexiones, contrastando con las metabélicas y esqueléticas, entre
otras, que presentan heterogeneidad genética baja y estin menos
conectadas (fig. 2). De los 1.777 genes estudiados, 1.377 estin
conectados con otros genes y, aunque el nimero de genes com-
partidos por varias enfermedades decrece al aumentar el niimero
de enfermedades, algunos otros genes, como el TP53 o el PAX6,
se asocian hasta con 10 enfermedades, representando los mayo-
res hubs en la red. Estas observaciones sugieren que la mayoria de
genes asociados a enfermedad no son esenciales. En cambio, genes
esenciales cuyos efectos frecuentemente son letales in titero o en la
vida extrauterina temprana, tienden a codificar hubs y ocupar una
posicion central en la red. Finalmente, los autores observaron que
las proteinas que estan asociadas con la misma enfermedad mues-
tran una tendencia diez veces mayor de interactuar entre ellas que
aquellas que no estdn asociadas con la misma enfermedad. En con-
junto, todas estas observaciones apoyan la existencia de “médulos”
especificos para enfermedades concretas.

La clasificacion contemporanea de las enfermedades se basa,
fundamentalmente, en su presentacion clinica (fenotipos). Loscalzo
et al?® proponen un nuevo abordaje en la clasificacion de las enfer-
medades que se basa en cuatro redes diferentes que interactdan
entre si: 1) Anormalidad molecular principal (genoma o proteoma
primario) asociada al fenotipo principal; 2) genes o proteinas modi-
ficadores del fenotipo principal (genoma o proteomasecundario); 3)
polimorfismos o haplotipos (fenotipo intermedio) que influyen cada
respuesta genética al estrés (inflamacién, apoptosis, proliferacion,
reparacion), y 4) determinantes ambientales. A partir de la consta-
tacionde larelevancia patofisiologica de estas cuatro redes, pueden
plantearse nuevas alternativas para optimizar el abordaje terapéu-
tico a la enfermedad?' : para identificar nuevas dianas terapéuticas
(por ejemplo, el receptor androgénico en el cincer de prostata’?),
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Figura 3. Phenotypic Disease Network. Diferencias en raza y sexo. Los nodos identifican enfermedades. El color del nodo representa una categoria ICD9; enlaces azules
indican comorbilidades que son mas fuertes entres hombres de raza negra, mientras que los enlaces rojos indican comorbilidades que son mas fuertes entre hombres de raza

blanca. Para mis informacion, consultar texto. Fuente: Hidalgo CA etal?.

paradeterminar la dosificacion apropiadade un firmaco, basadoen
superfil metabolémico??, y para establecer las causas de resistencia
a tratamientos o para mejorar la toxicidad de drogas?3,

Hidalgo et al?4 han demostrado que la progresién de la enfer-
medad (el “video” discutido anteriormente) también puede ser
representada y estudiada a partir de la estrategia basada en redes.
Estos autores han generado la red fenotipica de enfermedades (Phe-
notypic Disease Network, PDN) (fig. 3) a partir de la revision de los
registros electronicos clinicos de mas de 30 millones de pacien-
tes (Medicare). El estudio de la PDN muestra que: 1) los pacientes
desarrollan enfermedades que estan proximas en lared; 2) la pro-
gresion de la enfermedad a lo largo de los enlaces de la red es
diferente entre pacientes de distinto género y de distintas etnias;
3) pacientes diagnosticados de enfermedades que tienen muchas
conexiones en la PDN tienden a fallecer antes que aquellos afec-
tos por enfermedades menos conectadas, y 4) enfermedades que
tienden a ser precedidas por otras en la PDN tienden a estar mas
conectadas que enfermedades que preceden a otras, y estan aso-
ciadas con mayor tasa de mortalidad?*.

Medicina P4

El término “Medicina P4" (personalizada, predictiva, preventiva
y participatoria) se debe a David Galas y Leroy Hood, del Instituto
de Biologia de Sistemas de Seattle*?>, Endicho instituto se estudia
la complejidad bioldgica a partir de tres premisas fundamentales:
1) existen dos tipos de informacion bioldgica: la informacion digi-
tal del genomay la informacién ambiental, externa al genoma, que
modifica dicha informacién digital; 2) la informacién biologica es
capturada, procesada, integrada y traspasada por medio de redes
bioldgicas -ARN, proteinas, regiones controladoras de los genes y
pequenas moléculas- a los sistemas moleculares que ejecutan las
funciones vitales, y 3) la informacién biol6gica se codifica en una
jerarquia multiescala: ADNA, ARN, proteinas, interacciones, redes

bioldgicas, tejidos tisulares y 6rganos,individuosy, finalmente, eco-
logias. Es importante resaltar que el entorno afecta cada uno de los
niveles de esta jerarquia y modula la obtencidn de la informacion
digital desde el genoma.

Galas y Hood predicen que en los proximos 5 a 20 afos, los
avances tecnoldgicos y computacionales permitirdn recoger, ana-
lizar y utilizar clinicamente toda esta complejidad y trasladarla a
la atencion sanitaria de la poblacion (Medicina P4). En este con-
texto, se propone que la Medicina P4 serd “personalizada” porquese
basard en la informacion genética de cada individuo; sera “predic-
tiva” porque esta informacion personalizada permitira determinar
el riesgo de padecer determinadas enfermedades en cada indivi-
duo; serd “preventiva” porque, a partir de la prediccion de ese
riesgo, se podran establecer medidas profilicticas (bien sean de
estilo de vida, bien terapéuticas) que lo disminuyan; y, finalmente,
serd “participativa” porque muchas de estas intervenciones profi-
lacticas requeriran ineludiblemente la participacion del paciente,
con lo que desaparecera uno de los aspectos mds tradicionales (y
posiblemente menos positivos) de la prictica clinica: el paterna-
lismo médico-paciente.

Tedricamente, la Medicina P4 debe comportar un ndmero
importante de beneficios, tanto para el paciente como para el sis-
tema sanitario, entre los que segiin Galas y Hood destacan??: 1)
la posibilidad de adquirir y procesar billones de datos de cada
individuo en particular; 2) la obtencion y analisis de informacion
longitudinal en cada individuo, lo que puede permitir la deteccién
temprana de la enfermedad y la monitorizacion de la efectividad
terapéutica de los tratamientos instaurados; 3) 1a estratificacion de
los pacientes en grupos de enfermedades en las que se define con
mayor precision el proceso patologico especificoinvolucrado (feno-
tipos clinicos)?®, lo que puede permitir el desarrollo de terapias
alternativas especificamente dirigidas a estos fenotipos, consi-
guiendo, por tanto, mayores tasas de éxito, y 4) facilitacion de todo
el proceso de desarrollo de nuevos fairmacos mediante la iden-
tificacion de nuevas dianas terapéuticas (hubs), reduccion de las
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reacciones adversas a firmacos (genoma humano), reduccién del
tiempo, coste y tasa de fallos de los ensayos terapéuticos (ensayos
clinicos in silico).

Para que todo ello sea posible, aunque la ciencia y la tecnolo-
gia han avanzado enormemente en la dltima década, todavia seran
necesarios nuevos avances, entre los que destacan los siguientes®>:
1) desarrollo de métodos para determinar las estructuras de geno-
mas individualizados (secuenciacién del genoma personalizado);
2)técnicas microfluidicas, andlisis de células individuales e imagen
molecular; 3) identificacién y validacién de proteinas érgano espe-
cificas, micro ARN y otros biomarcadores moleculares, y 4) nuevos
métodos matematicos y computacionales como las redes dindmi-
cas que permitan el estudio de las perturbaciones que producen los
tratamientos en las redes biolégicas.

Ademds, seran igualmente necesarios cambios significativos
en la educacion de pacientes y profesionales sanitarios sobre la
Medicina P4. Los primeros deben estar bien informados sobre el
significado de la informacion disponible y sus opciones personales,
y los segundos deberan entender no solo los aspectos bioldgicos
mas complejos derivados de todo este nuevo abordaje de biomedi-
cina desistemas, sino también lasimplicaciones legalesy éticas que
se derivan de todo ello. Finalmente, todo el sector de laindustria de
lasalud(desde compaiiias farmacéuticas a proveedores de atencion
sanitaria, compailias de seguros y diagnosticos médicos, etc.) tam-
bién tendra que transformarse en los proximos afios favoreciendo,
posiblemente, la creacion de alianzas estratégicas globales entre la
academia, la industria y la administracion que faciliten y catalicen
lallegada y desarrollo de la Medicina P4.

Conclusiones

Los avances cientificos (genomica y proteémica, fundamen-
talmente) y tecnoldgicos (bioinformatica y técnicas de imagen,
especialmente) ocurridos en las altimas décadas, junto con el naci-
miento de la nueva ciencia de redesy sistemas complejos, permiten
adelantar el nacimiento y desarrollo de una nueva forma de practi-
car la medicina: la Medicina P4. El texto que antecedente justifica
esta posibilidad y discute sus principales ventajas (y limitaciones
actuales). Para aquellos lectores escépticos que consideren que todo
lo anterior estd todavia muy lejos y se circunscribe, casi, al terreno
de la ciencia ficcidn, los autores quisieran recordar que hace ape-
nas 15 aflos ninguno de nosotros tenia un teléfono movil o acceso a
Internet. Han pasado apenas unos pocos afnos y es dificil imaginar
como podriamos realizar muchas de las actividades que realizamos
en nuestro trabajo diario sin ninguno de ellos. Solo se precisa mirar
alto y lejos para, al menos, aceptar la posibilidad de que el futuro
(en forma de Medicina P4) esta a la vuelta de la esquina!
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ABSTRACT  This study aimed to identify simple rules for allocating chronic obstructive pulmonary
disease (COPD) patients to clinical phenotypes identified by cluster analyses.

Data from 2409 COPD patients of French/Belgian COPD cohorts were analysed using cluster analysis
resulting in the identification of subgroups, for which clinical relevance was determined by comparing
3-year all-cause mortality. Classification and regression trees (CARTSs) were used to develop an algorithm
for allocating patients to these subgroups. This algorithm was tested in 3651 patients from the COPD
Cohorts Collaborative International Assessment (3CIA) initiative.

Cluster analysis identified five subgroups of COPD patients with different clinical characteristics
(especially regarding severity of respiratory disease and the presence of cardiovascular comorbidities and
diabetes). The CART-based algorithm indicated that the variables relevant for patient grouping differed
markedly between patients with isolated respiratory disease (FEV1, dyspnoea grade) and those with multi-
morbidity (dyspnoea grade, age, FEV1 and body mass index). Application of this algorithm to the 3CIA
cohorts confirmed that it identified subgroups of patients with different clinical characteristics, mortality
rates (median, from 4% to 27%) and age at death (median, from 68 to 76 years).

A simple algorithm, integrating respiratory characteristics and comorbidities, allowed the identification
of clinically relevant COPD phenotypes.
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Introduction

Airflow limitation is the hallmark of chronic obstructive pulmonary disease (COPD), and forced expiratory
volume in 1s (FEV1) has long been used as the main criterion for the characterisation of disease severity
[1, 2]. Analyses of observational cohorts (eg. the ECLIPSE cohort) have revealed that COPD patients with
similar levels of FEV1 experience different degrees of disease burden, reflected by dyspnoea levels,
exacerbation rates, health-related quality of life (HRQoL) impairment and exercise limitation [3].
Accordingly, the current classification of COPD proposed by the Global initiative for chronic Obstructive
Lung Disease (GOLD) incorporates not only the FEV1, but also dyspnoea or HRQoL, and previous
occurrence of COPD exacerbations and/or hospitalisation [1]. Although this classification is not fully
evidence-based, it has the advantage of taking into account some of the clinical heterogeneity of COPD
with the aim of predicting future risk and proposing corresponding treatment choices. A limitation of this
dassification is that it does not account for age, an important determinant of prognosis in patients with
COPD [4]. Furthermore, the GOLD classification does not account for comorbidities, which can both be
frequent and contribute to the prognosis [5-7].

Several groups have used cluster analyses to explore dinical heterogeneity in cohorts of patients with
COPD [8-10]. These studies have identified consistent clinical COPD phenotypes at high risk of mortality,
including 1) younger patients with severe respiratory disease, few cardiovascular comorbidities, and poor
nutritional status; and 2) older patients with moderate respiratory disease, metabolic and cardiovascular
comorbidities, and obesity [11]. They have also identified patients with mild disease and a good prognosis
[12, 13]. However, all published studies had limitations related to a relatively small sample size and lack of
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further validation in independent samples [11, 13]. Furthermore, the results of cluster analyses are difficult
to translate for use in daily practice, as they provide no tool for individual patient allocation in the
identified phenotypes.

In the present study, our aim was to develop and validate an algorithm, based on easily available clinical
data, to assign patients with COPD to clinically relevant phenotypes.

Methods

Overall design

Data from three French/Belgian COPD cohorts were used to identify clinical COPD phenotypes using
custer analysis. Classification and Regression Tree (CART) [14] analysis was then used to develop an
algorithm to allocate individual COPD patients recruited in these French/Belgian cohorts to specific
subgroups. This algorithm was further tested in an independent sample of patients with COPD, using data
from the COPD Cohorts Collaborative International Assessment (3CIA) initiative [15].

COPD patient cohorts

The French/Belgian COPD cohorts are composed of three cohorts: the Initiatives BPCO cohort [8], the
French College of General Hospital Respiratory Physicians (CPHG) cohort [16] and the Leuven cohort
[12]. Patients within these cohorts had a diagnosis of COPD, based on post-bronchodilator FEV1/
FVC<0.70, and were recruited in a stable state in university hospitals (Initiatives BPCO and Leuven
cohorts) [8, 12], or at the time of hospitalisation for COPD exacerbations (CPHG cohort) [16], as
previously described. The 3CIA initiative contains pooled individualised data from 22 cohorts of patients
with COPD, who were recruited in publicly funded hospitals or in population-based studies [15]. All
cohorts were approved by a local Ethics Committee and all subjects provided informed written consent.

Statistical analysis plan

First, COPD patients recruited in the French/Belgian cohorts were classified into subgroups, based on the
results of cluster analysis of data obtained at inclusion in the cohorts. The clinical relevance of the
identified subgroups was established by examining their association with 3-year all-cause mortality. Next,
CARTs were used for the development of an algorithm, assigning COPD patients to the subgroups
identified by cluster analysis. The clinical value of this algorithm was examined using 3-year all-cause
mortality in the French/Belgian cohorts. Finally, the algorithm was tested for external validation using data
from the 3CIA initiative database [15]. Mortality risks among subgroups were analysed using Kaplan-
Meier curves and Cox models. The concordance probability estimate was used to evaluate the
discriminatory power of classifications for mortality prediction. Data are presented as median
(interquartile range, IQR) or n (%). Analyses were performed using SAS 9.2 (SAS Institute Inc., Cary, NC,
USA) and Tanagra 1.4 (Lyon, France) software. Additional information on the methods used can be found
in the online supplementary material.

Cluster analysis of the French/Belgian COPD cohorts

Variables were selected for inclusion in the cluster analysis, based on their previous association with future
risk and prognosis in COPD patients [1, 6], and included age, body mass index (BMI), FEV1 (%
predicted), modified Medical Research Council (mMRC) dyspnoea scale, number of exacerbations in the
previous 12 months, and presence/absence of cardiovascular comorbidities (hypertension, coronary artery
disease and/or left heart failure) and/or diabetes. Identification of subgroups of patients with COPD
associated with survival was achieved using factor analysis for mixed data (FAMD) [17, 18], followed by
dassification of patients using Ward's agglomerative hierarchical cluster analysis [8, 12]. The clinical
relevance of the identified subgroups was examined by comparing their all-cause mortality at 3 years, as
previously described [8, 12]. These subgroups (phenotypes) were labelled using Roman numbers.

Development of an algorithm for assigning COPD patients to specific subgroups in the French/
Belgian cohorts

The development of an algorithm to assign COPD patients to the subgroups identified by cluster analysis
was achieved using CART analysis [14, 19], a non-parametric decision tree learning technique [19].
Variables included in this analysis were those selected for the cluster analysis (see above). Threshold values
for these variables were based on those obtained by CART analysis and were slightly modified for
improved practicality (see online supplement for a detailed explanation).

External validation of the algorithm
The algorithm established in the French/Belgian cohorts was then tested in an independent group of
patients with COPD from the 3CIA database. Patients in this database (n=16332) were considered eligible
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for the study if data necessary to apply the algorithm (age, BMI, FEV1% predicted, mMRC scale, presence/
absence of cardiovascular comorbidities and diabetes) and information on vital status at 3 years were
available. Patients with appropriate data (n=3651) were classified by the algorithm into the five classes
described above (labelled using Arabic digits), and these classes were compared according to their clinical
characteristics, all-cause mortality at 3 years and age at death.

Results

Patients and overall study design

The study design is presented in figure 1 and the characteristics of the patients with COPD at indusion in
the French/Belgian cohorts (n=2409 patients) and in the 3CIA database (n=3651 patients) are presented in
supplementary table S1. Their 3-year all-cause mortality rates were 30.8% and 11.6%, respectively. Patients
included in the French/Belgian cohorts were characterised by older age, more severe airflow limitation and
higher rates of cardiovascular comorbidities and/or diabetes. Furthermore, 57% of patients in the French/
Belgian cohorts were recruited at the time of hospitalisation for COPD exacerbations (as part of the CPHG
cohort) [16].

Cluster analysis of the French/Belgian cohorts

Table 1 shows the five subgroups (labelled I to V) identified in the French/Belgian COPD cohorts using
custer analysis (see online supplementary tables §2-S6 and figure S1). Table 2 summarises the main
descriptors of these subgroups, according to increasing rates of 3-year all-cause mortality. Subgroup V
(mortality rate 2.5%) was characterised by mild respiratory disease and low rates of comorbidities.
Subgroup II (mortality rate 21.8%) was characterised by moderate to severe respiratory disease and low
rates of comorbidities. Subgroup I1I (mortality rate 30.0%) was generally characterised by an older age
than that of subgroup II, with a high prevalence of comorbidities and obesity. Subgroup IV (mortality rate
47.0%) was characterised by very severe respiratory disease with low rates of cardiovascular comorbidities

Development of the algorithm Test of the algorithm
French/Belgian 3CIAinitiative
COPD cohorts database
n=2409 patients n=16332 patients

Clinical variables
Age, BMI, FEV1 (% predicted) i
mMRC dyspnoea scale, exacerbations Algorithm - ee——

Cardiovascular comorbidities and/or diabetes

Patients with
available data
n=3651

CLUSTER analysis CART analysis

5subgroups 4mmmmp 5 classes 5 classes

1 !

‘ All-cause mortality at 3 years ‘

FIGURE 1 Study design. Patients with chronic obstructive pulmonary disease [COPD) recruited in the French/
Belgian cohorts were classified into subgroups (phenotypes), based on the results of a cluster analysis of
clinical data obtained at inclusion in the cohorts. Next, classification and regression trees [CARTs]) were used
on the same data to determine the best variables and thresholds necessary for the development of an
algorithm for assigning COPD patients to the subgroups identified by cluster analysis in the French/Belgian
cohorts. This analysis led to the development of a simple algorithm for allocating patients with COPD into five
classes. This algorithm was then tested for external validation using data from the 3CIA initiative database
[n=16332). This latter analysis was only possible in patients with available data [n=3651), i.e. with all the
variables contained in the algorithm. In each analysis, the clinical relevance of the identified subgroups/
classes was established by examining their association with 3-year all-cause mortality. BMI: body mass index;
FEVi: forced expiratory volume in 1s; mMRC: modified Medical Research Council.
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TABLE 1 Characteristics and 3-year mortality in chronic obstructive pulmonary disease [COPD] patients [n=2409] recruited in
the French/Belgian COPD cohort, according to the five subgroups identified using cluster analysis

Variable Subgroup | Subgroup 11 Subgroup I Subgroup IV Subgroup V
Subjects n 609 871 327 287 315
Male sex n (%) 499 (82) 662 (76) 263 (80) 2151(75) 246 (78]
Age years 77 (71-81) 64 [57-73) 74 (69-80] 64 [57-71) 61 (57-67)
BMI kg-m~2 25 (22-28) 24 (20-27) 30 (27-34) 20 [18-23) 26 (24-29)
Obesity>30 kg:m~2 n (%) 90 (14.8) 84 (9.6) 162 (49.5) 81(2.8) 61(19.4)
FEV1% predicted 36 (29-46) 45 [34-56) 59 (49-68] 27 [22-33) 78 (68-92)
GOLD grade
GOLD 1% 0 3 7 0 44
GOLD 2 % 18 35 67 4 51
GOLD 3% 43 43 21 3 5
GOLD 4 % 39 19 4 65 0
mMRC dyspnoea scale 3(3-4) 2(1-2) 21-2) 3(3-4) 1(0-1)
Exacerbations per patient per year 2(1-3) 1[0-2) 1(0-2) 2(2-4) 0(0-1)
Hospitalisations per patient per year 1(0-2) 0(0-1) 0(0-1) 1(0-2) 0(0-0]
Any cardiovascular disease or diabetes n (%) 554 (91) 16519] 315 (96) 17 [8) 83 (26]
Specific comorbidities n (%)
Coronary artery disease 235 (39] 56 (6) 127 (39) 10(3) 39 (12]
Hypertension 334 (58] 99 (1) 208 [64) 612) 36 (11]
Left heart failure 148 (24) 221(3) 66 (20) 4101) 92
Diabetes 43 (7) 1812) 401(12) 110) 25(8)
3-year mortality n (%) 3101(50.9) 190 (21.8] 98 (30.0) 135 (47.0) 8(2.5]
Age at death years 79 (74-84) 70 [61-79) 79 (74-84) 69 [63-75) 65 (60-71)

Data are presented as median linterguartile range), unless otherwise stated. BMI: body mass index; FEV1: forced expiratory volume in 1 s;
GOLD: Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease; mMRC: modified Medical Research Council.
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and diabetes. Subgroup I (mortality rate 50.9%) had less severe respiratory disease than subgroup IV, but
was characterised by older age and very high rates of cardiovascular comorbidities and diabetes.

Use of CART for the development of an algorithm to assign COPD patients to subgroups of
patients, identified by cluster analysis in the French/Belgian cohorts

The CART analysis provided an algorithm that facilitated the assignment of up to 80% of the patients to
the subgroups identified by cluster analysis (see online supplementary tables §7 and $8). This algorithm is
presented in ﬁgure 2 and the dinical characteristics of patients, according to the five classes obtained by
applying this algorithm, are presented in table 3. Kaplan-Meier survival curves by cluster analysis-defined
subgroups (figure 3a) and CART-defined classes (figure 3b) showed comparable results. Concordance
probability estimates were 0.61 (95% CI 0.59-0.63) for cluster analysis-defined subgroups and 0.60 (95%
CI 0.58-0.62) for CART-defined dasses, confirming that both methods had comparable discriminatory
power for the identification of subgroups with different prognoses.

Evaluation of the algorithm using data from the 3CIA initiative database

The algorithm developed in the French/Belgian cohorts was then tested, using data obtained in COPD
patients from the 3CIA database. Characteristics of the 3651 patients distributed into classes, according to
this algorithm, are presented in table 3. Kaplan-Meier survival curves by classes are presented in figure 3c.
The concordance probability estimate was 0.62 (95% CI 0.59-0.64).

Comparison of mortality rates among classes in the French/Belgian COPD cohorts versus the

3CIA database

Because 3-year mortality rates varied widely between French/Belgian COPD cohorts and the 3CIA
database, we used Cox analysis to examine hazard ratios of mortality among patients in the five classes
defined by our algorithm in both cohorts, respectively. Forest plots corresponding to these analyses are
presented in figure 4. Although absolute rates of death were markedly higher in the French/Belgian
cohorts, hazard ratios of mortality among the five classes were rather comparable in the French/Belgian
cohorts and in the 3CIA initiative.

Distribution by GOLD grades of severity of airflow limitation [1] in patients who died during follow-up is
presented in figure 5. When comparing classes with high rates of all-cause mortality, patients without
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TABLE 2 Main descriptors of the five chronic obstructive pulmonary disease [COPD) phenotypes identified by cluster analysis in

the French/Belgian COPD cohort”

Good Intermediate prognosis Poor prognosis
prog
Phenotype number v 1] 1 v 1
3-year mortality rate % 25 21.8 30.0 47.0 50.9
Phenotype name Mild Moderate-to-severe Moderate-to-severe Very severe  Very severe
respiratory respiratory comorbid/obese respiratory comorbid
Airflow limitation Mild to Moderate to very Mild to severe Severe to Moderate to
moderate severe very severe  very severe
Median BMI kg-m~* 26 24 30 20 26
Clinical manifestations
Dyspnoea Mild Moderate Moderate Severe Severe
Exacerbations 0 Infrequent Infrequent Frequent Frequent
Hospitalisations 0 Infrequent Infrequent Frequent Frequent
Rates of cardiovascular comorbidities/diabetes Low Low Very high Very low Very high
Median age years 61 64 74 b4 77

BMI: body mass index. *: the order is chosen based on 3-year mortality rates.

cardiovascular comorbidities/diabetes (class 4) who died were predominantly in GOLD 4; whereas patients
with cardiovascular comorbidities/diabetes (class 1) who died had less severe airflow limitation
(predominantly GOLD 2 and 3). Comparable observations were made when comparing patients in class 2

versus class 3 (intermediate mortality rates).

Cardiovascular comorbidities

an

d/or diabetes

)

None r One or more
mMRC 3-4 mMRC 0-1 Other mMRC/ mMRC 0-2 mMRC 3-4
and FEV1€35%  and FEV1:60% FEV1combinations
Age <70 yr51 (Age >70yrs
BMI<30 kg-m-2  BMI 230 kg-m~2 FEV1250% FEV1<50%
v l 1 \4
Class Class 3

French/Belgian cohort (derivation cohort)
Patients n (%) 267(11.2) 2301(9.5) 981 (40.7) 283(11.7) 648(26.9)
Deaths n (%) 121(45.3) 6(2.6) 225(229) 48(24.0) 321(49.9)
ICIA initiative (test cohort)
Patients n (%) 150 (4.1) 1037 (28.4) 1614 [44.2) 398(10.9) 452(12.3)
Deaths n (%) 41(27.3) 41 (4.0) 179 (11.1) 56 (14.1) 105(23.2)

FIGURE 2 Algorithm developed by classification and regression tree (CART] analysis for the classification of chronic obstructive pulmonary
disease (COPD] patients. Application to the French/Belgian and 3CIA cohorts. BMI: body mass index; FEV1: forced expiratory volume in 1 s;

mMRC: modified Medical Research Council.
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TABLE 3 Characteristics and 3-year mortality rates in chronic obstructive pulmonary disease [COPD) patients recruited in the
French/Belgian COPD cohorts, or in the 3CIA initiative database according to the five classes identified using the classification
and regression tree [CART)-based algorithm

Class 1 Class 2 Class 3 Class & Class 5
French/Belgian cohorts”

Subjects n (%] 648 (27) 981 [41) 283012 267 11] 230 (10
Male sex % 81 76 83 78 76
Age years 75 (70-80) 65 [58-73] 74 166-791 66 159-74) 61 (57-68)
BMI kg-m~* 25 (22-29) 24 [21-28) 301(25-33] 21 119-25) 25 (23-28)
Obesity >30 kg-m ™~ % 19 1 46 9 10
FEV1% predicted 38 (29-47) 46 [37-57] 60 [54-71] 27 122-31] 78 (70-93)
GOLD grade

GOLD 1 % 1 4 1 0 47

GOLD 2 % 18 36 75 0 53

GOLD 3 % 45 42 12 27 0

GOLD 4 % 36 17 3 73 0
mMRC dyspnoea scale 3(3-3) 201-2) 201-2 31(3-4) 1(0-1]
Exacerbations per patient per year 201-3) 110-2) 11(0-2) 201-31 0(0-1]
Hospitalisations per patient per year 1(0-2) 0(0-1) 0 [0-1) 110-2) 0(0-0]
Any cardiovascular comorbidity or diabetes % 100 21 100 0 0
3-year mortality % 50 23 24 45 3
Age at death years 78 (73-83) 72 [64-80] 79 (71-84] 71 165-76) 71 (61-72)

3CIA initiative database

Subjects n (%] 452(12) 1614 [44] 398 (1) 150 (4) 1037 (29)
Male sex % 66 66 73 i 53
Age years 71 (63-76) 63 [57-68] 72 164-76] 64 158-71] 59 (51-66)
BMI kg:m~* 26 (23-30) 25 [22-28] 30(25-321 24121-27) 25 (22-27)
Obesity >30 kg-m ™ % 24 1 48 7 10
FEV1% predicted 44 (34-59) 53 [42-66] 69 [59-801 27 121-31] 80 (70-93)
GOLD grade

GOLD 1% 4 b 26 0 49

GOLD 2 % 33 48 65 0 51

GOLD 3 % 44 35 8 35 0

GOLD 4 % 19 6 1 65 0
mMRC dyspnoea scale 4(2-4) 101-2) 110-2) 4 [4-4) 0(0-1]
Any cardiovascular comorbidity or diabetes % 100 35 100 0 0
3-year mortality % 23 11 14 27 4
Age at death years 76 (70-81) 68 (63-74) 75 [71-79] 71 [62-78) 68 (61-73)

Data are presented as median linterguartile range), unless otherwise stated. BMI: body mass index; FEV1: forced expiratory volume in 1 s;
GOLD: Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease; mMRC: modified Medical Research Council. #. n=2409, 1. n=3651.

Discussion

In the present study, we first performed cluster analysis in a pool of French/Belgian COPD cohorts, which
identified five subgroups ( phenotypes) of patients with different rates of all-cause mortality at 3 years and
different ages at death. We then used CART analysis in this pool of French/Belgian cohorts to develop an
algorithm that allowed allocation of patients into five classes that corresponded to the subgroups identified
by duster analysis. This simple algorithm was based on clinical variables (including cardiovascular
comorbidities and/or diabetes and respiratory characteristics) that are routinely available in daily practice.
Classification of COPD patients using this algorithm allowed the identification of subgroups of patients,
which differed on 3-year all-cause mortality and age at death in the pool of French/Belgian cohorts,
thereby providing intemal validation of the approach. This method provided comparable results in
patients included in the 3CIA initiative database, which contained an independent group of patients with
COPD recruited in multinational cohorts, thereby providing external validation. The algorithm identifies
dinical phenotypes that are relevant to the prognosis of patients with COPD, which could aid in the
exploration of underlying pathophysiological mechanisms and development of novel strategies of care.

The algorithm described in the present study is the first to integrate comorbidities (cardiovascular diseases,
diabetes and obesity) and age to more classical respiratory variables (FEV1 and dyspnoea) to improve the
characterisation of patients with COPD. An important yield of this algorithm is to identify patients who
belong to two subgroups with a poorer prognosis, i.e. classes 1 and 4; and to highlight the corresponding

~
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FIGURE 3 Kaplan-Meier analyses for assessing all-cause mortality at 3years. a| French/Belgian chronic
obstructive pulmonary disease (COPD) cohorts according to the five subgroups (phenotypes, Ph) identified by
cluster analysis. b French/Belgian COPD cohorts according to the five classes identified by classification and
regression tree [CART) analysis. c] The 3CIA COPD cohort according to the five classes identified by the
algorithm developed in the French/Belgian cohorts. All analyses, p<0.0001 (Log-rank test].

determinants, i.e. the severity of the respiratory component (as assessed by the degrees of lung function
impairment and dyspnoea) and the presence of major cardiovascular comorbidities or metabolic risk
factors (diabetes). These data confirm previous studies, which show that 1) cardiovascular and metabolic
comorbidities contribute to worsening outcomes (e.g. mortality, hospitalisation and exacerbation) in
patients with COPD [6, 20]; and 2) two very different phenotypes of COPD patients with a poor prognosis
exist (those with severe respiratory disease, often occurring at a younger age; and those with
multi-morbidities including cardiovascular and metabolic diseases, often characterised by an older age) [9,
12]. Importantly, this study extends previous data by studying larger numbers of patients (including larger
numbers of women) recruited in multiple countries, and provides a simple algorithm that can be used in
the dinic to classify patients. One notable characteristic of the algorithm is that it highlights the variables
on which clinicians and researchers should focus during follow-up and treatment adaptation. Whether
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FIGURE 4 Relative mortality risks at 3 years among chronic obstructive pulmonary disease (COPD] patients in a] the French/Belgian COPD cohorts
and b] the 3CIA initiative. COPD patients were classified into five classes according to the algorithm. Horizontal bars show hazard ratios and 95%
confidence intervals of mortality risks between classes. For example, in the French/Belgian COPD cohorts, subjects in class 4 have a 23.2-fold
(95% CI 10.2-52.7) increased risk of mortality when compared with subjects in class 5.

% death per class

% death per class

Low death rates

specific strategies need to be developed for all or some of the identified phenotypes now needs to be tested
prospectively. Similarly, future studies should aim to determine whether these phenotypes are associated
with specific biomarkers that reflect underlying pathophysiological mechanisms.

The main strengths of the present study were the application of exploratory statistical analyses
complemented by dinical knowledge in large cohorts of patients, the validation of findings in an external
pool of cohorts and the use of a robust variable (mortality) for validation. We also recognise that the
present study has limitations. Our assessment of comorbidities was based on physician diagnoses that did
not consider occult conditions, which reportedly occur in COPD patients [21]. To limit such
underestimation of the impact of undiagnosed cardiovascular diseases, the definition of cardiovascular
comorbidities was relatively loose and included hypertension (a risk factor for cardiovascular disease rather
than a disease itself). This definition also corresponds to what occurs in real-life daily practice, where
many patients do not benefit from systematic screening for cardiovascular comorbidities. Although COPD
patients are at high risk for lung cancer, which is associated with a poor prognosis, patients with active
lung cancer were generally excluded from the present cohorts, thus limiting our findings to COPD patients
without active lung cancer. Specific causes of mortality were not available in the cohorts used in the

Intermediate death rates

High death rates

Class 5

n=b

GOLD1 GOLD 2 GOLD3 GOLD 4

GOLD1GOLD 2GOLD3 GOLD 4

Class 2

n=225

GOLD 1GOLD 2 GOLD 3GOLD 4

n=179

GOLD 1GOLD 2 GOLD 3 GOLD4

Class 3

n=-68

GOLD 1 GOLD 2GOLD3 GOLD 4
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Class &

n=121
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n=321
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n=105
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FIGURE 5 Distribution of airflow limitation severity by Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD) grade at inclusion in the
cohorts, in patients who died during follow-up. a] French/Belgian cohorts. b} 3CIA initiative. Data are presented as a percentage of the total
number of deaths in each class. Absolute numbers of deaths [n] in each class are also presented.
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present analyses, and the prognostic value of the phenotypes was confirmed using all-cause mortality.
Previous studies have shown that causes of mortality in COPD populations differ between patients with
mild versus severe airflow obstruction, with a higher relative weight of cancer and cardiovascular causes in
patients with less severe airflow impairment, and more respiratory causes in those with more severe airflow
impairment [22]. Among the patients who died, differences in the GOLD grades of airflow obstruction
(see figure 4) between phenotypes with comparable survival rates (e.g. class 1 versus class 4 and class 2
versus class 3) suggest that patients with relatively high rates of cardiovascular comorbidities and/or
diabetes (eg. class 1 and 3) were more likely to die from extrapulmonary causes. Importantly, even if one
of its purposes is to identify populations with different mortality rates, the algorithm is not intended to
represent a prognostic index, as the determinants of a given prognosis might differ markedly between
patients of a given group. The large difference in mortality rates between the two groups of cohorts largely
relates to the fact that 57% of patients in the French/Belgian cohorts were recruited at the time of
hospitalisation for a COPD exacerbation (CPHG cohort) [16], reflecting the prognostic impact of
hospitalisations. Although hospitalisation appears to be an important prognostic factor, it should be
considered a marker of disease severity rather than a phenotype per se. This was the basis for not
including previous hospitalisation as a variable in the cluster analysis. However, COPD exacerbations
(which are important in the characterisation of patients with COPD) [23] were included in the cluster
analysis and the CART analysis. The finding that exacerbations were not retained in our final algorithm
should not be misinterpreted, as exacerbations remain important events in the life of patients with COPD
[24]; it merely reflects that non-hospitalised exacerbations were not significantly related to prognosis. The
performance of classification trees could also be improved by the integration of biomarkers that reflect
inflammatory (fibrinogen, white blood cell count, C-reactive protein, eosinophils, etc.) [25-27] and
cardiovascular (brain natriuretic peptide, copeptin, pro-adrenomedullin etc.) [28] biological phenomena.

The field of COPD phenotypes was once considered ‘the future of COPD’ [29], but moving from
exploratory research studies to the clinic has proven to be difficult. The algorithm described in the present
study offers a new way of combining and hierarchising well-known prognostic criteria (including
comorbidities, age and symptoms) to identify COPD phenotypes in the dinic. This approach could serve
as a basis to develop phenotype-specific therapeutic strategies, by recruiting appropriate at-risk target
populations in dinical trials. We speculate that our algorithm might also help in unravelling specific
biological pathways that were previously missed, owing to the mixing of various phenotypes in the current
dassifications of COPD.
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ABSTRACT  Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is characterised by pulmonary and systemic
inflammation that bursts during exacerbations of the disease (ECOPD). The NLRP3 inflammasome is a
key regulatory molecule of the inflammatory response. Its role in COPD is unclear.

We investigated the NLRP3 inflammasome status in: 1) lung tissue samples from 38 patients with stable
COPD, 15 smokers with normal spirometry and 14 never-smokers; and 2) sputum and plasma samples
from 56 ECOPD patients, of whom 41 could be reassessed at dinical recovery.

We observed that: 1) in lung tissue samples of stable COPD patients, NLRP3 and interleukin (IL)-1p
mRNA were upregulated, but both caspase-1 and ASC were mostly in inactive form, and 2) during
infectious ECOPD, caspase-1, oligomeric ASC and associated cytokines (IL-1, IL-18) were significantly
increased in sputum compared with clinical recovery.

The NLRP3 inflammasome is primed, but not activated, in the lungs of clinically stable COPD patients.
Inflammasome activation occurs during infectious ECOPD. The results of this study suggest that the
inflammasome participates in the inflammatory burst of infectious ECOPD.
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Introduction

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is associated with an enhanced pulmonary and systemic
inflammatory response [1, 2] that bursts during exacerbations of the disease (ECOPD) [3]. The molecular
mechanisms regulating this response, however, have not been fully elucidated [1, 2].

The regulation of the inflammatory response is highly complex. The Nod-like receptor (NLR) family plays
a pivotal role [4-7] and one of its members, the so-called NLRP3 (NLR containing a Pyrin domain 3)
inflammasome, has been implicated in different animal models of lung inflammation [4, 5, 8-10]. In
patients with COPD, the evidence for NLRP3 inflammasome activation is scarce and contradictory
[11-13], and has never been investigated before during ECOPD. Accordingly, in this study we investigated
the role of the NLRP3 inflammasome in COPD patients, both when clinically stable and during ECOPD,
smokers with normal spirometry and healthy controls.

Methods

Study design and ethics

This is an observational, prospective and controlled study in human samples. The ethics committees of
participating institutions approved the study and all participants signed their informed consent.

Participants

We studied lung tissue specimens (n=68) provided by the Pulmonary Biobank of CIBERES [14], which were
obtained from patients undergoing lung resectional surgery because of localised lung cancer (n=54) or bilateral
lung transplantation (n=14). 38 of them had COPD [2] (n=26, 71% on inhaled long-acting bronchodilators
and corticosteroids), 15 were smokers (>10 pack-years) with normal spirometry and 15 were never-smokers
(table 1). We also obtained plasma and spontaneous sputum samples in another 56 patients hospitalised
because of ECOPD (V1, during the first 72 h of hospitalisation) and when clinically stable (n=41), 2 months
after discharge (V2) (table 1), n=15 patients were lost for the follow-up or not able to produce sputum at V2.
Six individuals (10%) of the ECOPD subset received antibiotics prior to hospital admission.

Measurements

Lung function

Forced spirometry was measured in all participants according to international guidelines [15]. Reference
values correspond to a Mediterranean population [16].

Lung mRNA expression

Total RNA was extracted from RNA later preserved tissue using a Purelink RNA minikit (Invitrogen,
Paisley, UK) and ¢DNA was synthesised with Transcriptor Reverse Transcriptase (Roche, Mannheim,
Germany). The relative quantification of each gene was normalised to the expression levels of
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase as housekeeping gene using the AC, method [17], as described
in the supplementary material.

IL-1B, IL-18 and caspase-1 protein levels in lung and sputum
Total lung proteins were obtained as detailed in the supplementary methods. Levels of caspase-1 and IL-18
were measured by ELISA (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA and MBL International, Woburn, MA,

TABLE 1 Demographic and clinical characteristics of the individuals

Nonsmokers Smokers COPD ECOPD  Recovery

Subjects 15 15 38 56 41
Age years 6611.4 602.0 62+1.2 68.9:1.2 68.1£1.3
BMI kg-m2 27.1+0.8 24.6:1.4  26.2:.0.8 26508 26.3:0.8
Cumulative smoking exposure pack-years 0 52.8¢5.7 61.3z4.7 729+48 72.7+53
Smoking status ex/current 0 0/15 26/12 21/35 19/29
FEVi % reference® 94.3+5.2 82.443.6 424429 AL44+28 444428
FEVi/FVC %" 76.4+1.7 83.0:0.6 44.1+2.4 46.7+2.0 47.1+23

Data are presented as n or meansseM, unless otherwise stated. COPD: chronic obstructive pulmonary
disease; ECOPD: exacerbations of COPD; BMI: body mass index; FEV1: forced expiratory volume in 1s;
FVC: forced vital capacity. *: FEV1 % reference and FEVi/FVC values for nonsmokers and smokers are
pre-bronchodilator, and for COPD patients are post-bronchodilator.
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USA, respectively). IL-1f concentration was determined by ultrasensitive Luminex (MILLIPLEX MAG;
EMD Millipore, Billerica, MA, USA).

Assessment of inflammasome activation

The presence of active caspase-1 and ASC oligomers were assessed by Western blot using the
anti-caspase-1 sc-515 antibody (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA), which detects the fragments
of the active caspase-1 (10 kDa, p10) and the inactive uncleaved caspase-1 precursor (45 kDa, p45), or the
anti-ASC antibody AL177 (Adipogen, Liestal, Switzerland), which identifies ASC monomers (22 kDa) and
oligomers when using native gels as detailed in the supplementary methods.

Caspase-1and ASC lung tissue distribution

The distribution of total caspase-1 was determined by immunohistochemistry using the anti-caspase-1
antibody AHP963 (AbD Serotec, Kidlington, UK). ASC distribution and ASC speck presence was assessed
by immunofluorescence with an anti-ASC antibody (AL177) as detailed in the supplementary methods.

Inflammation markers in ECOPD blood
White blood cell counts were determined by standard automated methodology, whereas ultra-sensitive C
reactive protein (CRP) in plasma was quantified by a turbidimetric test (Bayer Diagnostics, Munich, Germany).

Microbiology

Spontaneous sputum samples were cultured for Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae,
Streptococcus viridans, Pseudomonas aeruginosa and Citrobacter ssp. Respiratory RNA viruses were
detected by PCR (CLART® PneumoVir; Genomica, Madrid, Spain). An ECOPD episode was considered of
infectious origin when a positive bacterial culture and/or a positive viral PCR were identified [18]. It was
considered noninfectious when both were negative.

Statistical analysis

Results are presented as meanztsem. The Kruskal-Wallis test, followed by poest hoc Mann-Whitney contrasts
if needed, was used to compare continuous variables between groups (COPD versus smokers versus
nonsmokers). Results during ECOPD and recovery were compared using the Wilcoxon matched-pairs test.
A p-value<0.05 (two-tailed) was considered statistically significant.

Results
Table 1 summarises the main characteristics of the patients included in the study.

NLRP3 expression is increased in stable COPD lungs and correlates with airflow obstruction
NLRP3 mRNA levels were significantly higher in the lungs of stable COPD patients versus nonsmokers
and smokers with normal spirometry (figure 1a). This increase was independent of the smoking status of
the patient (current versus former) (supplementary figure S1) and was related to the severity of airflow
limitation present (figure 1b). Furthermore, NLRP3 expression levels in COPD positively correlated with
different inflammatory mediators that are both canonical and noncanonical to the NLRP3 inflammasome,
incdluding IL-1f and IL-18 (figure 1c and d), and IL-la, IL-8, neutrophil elastase, CCL20 and IL-2
(supplementary figure S2).

IL-1p, but not IL-18, expression correlates with airflow limitation in stable COPD

IL-1p transcripts tended to increase in smokers and, even further, in stable COPD patients versus
nonsmokers, (figure 2a), but differences just failed to reach statistical significance (Kruskal-Wallis test,
p=0.06). There were no differences in IL-18 transcripts between groups, confirming previous reports of a
noninducible expression of IL-18. IL-1p, but not IL-18, lung transcripts were related to the severity of
airflow limitation in COPD patients (figure 2b and data not shown).

Although both IL-15 and IL-18 protein levels in lung tissue were increased in COPD versus control
nonsmokers, these differences failed to reach statistical significance (figure 2c). Interestingly, these
cytokines were significantly higher in smokers when compared with healthy individuals (figure 2c). No
significant differences were observed between COPD patients according to their smoking habits (current
versus former smokers) (supplementary figure S1). Similarly, no differences between patients treated with
or without inhaled corticosteroids (data not shown).

Stable COPD is not associated with inflammasome or caspase-1 activation in lung tissue
Lung mRNA and protein levels for caspase-1 measured by quantitative PCR and ELISA, respectively, were
similar between nonsmokers, smokers and COPD (figure 3a). Furthermore, Western blot analysis of
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FIGURE 1 NLRP3 expression in lung tissue. a) NLRP3 relative transcript levels in lung tissues of nonsmokers,
smokers or chronic obstructive pulmonary disease (COPD) patients [relative quantification of mRNA levels
relative to glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase). b) Spearman correlation of NLRP3 mRNA expression
levels in lungs of patients with stable COPD with forced expiratory volume in 1s [FEV1 % reference).
c, d) Spearman correlation of NLRP3 expression with the levels of c] ILTB and d| IL18 transcripts. a) Data is
presented as meanzseMm of n=14 nonsmokers, n=15 smokers and n=38 COPD individuals; b-d| each point
represents an individual patient. **: p<0.005.

caspase-1 revealed that it was mainly in the inactive pro-form (p45) (figure 3b). The band corresponding
to the small active subunit of caspase-1 (p10) was only detected in 29% of the COPD patients, 20% of
nonsmokers and 27% of smokers (figure 3b). Finally, in stable COPD patients, caspase-1 expression was
detected by immunohistochemistry in lung epithelial cells and inflammatory cells (mostly macrophages
and lymphocytes) (figure 3d and ). However, a similar expression pattern for caspase-1 was observed in
the lungs of control nonsmokers when compared with stable COPD patients (figure 3¢-f). Similarly, ASC
appeared mainly in the monomeric state in COPD patients and in nonsmokers (figure 3g); weak
oligomers for ASC were also detected in both COPD patients and controls (figure 3g). ASC oligomeric
species were reversed when samples were treated with a reducing agent prior to resolving by SDS-PAGE
(figure 3g). Finally, the pattern of ASC staining in lung tissue (figure 3h-j) resembles that described for
caspase-1 and was similar in all groups of patients examined. ASC specks (oligomers) were detected by
immunofluorescence in some macrophages (figure 3h-j), but similar to caspase-1, the majority of ASC
immunostaining was mainly detected as uniform staining through the cell cytosol, probably corresponding
to the inactive monomeric form of ASC (figure 3hj).

Infectious ECOPD episodes are associated with inflammasome activation

During ECOPD we observed leukocytosis, neutrophilia, lymphopenia and elevated C-reactive protein
values (table 2). In the entire population of COPD patients studied, the concentrations of released
caspase-1, [L-1p and IL-18 in sputum were similar during the ECOPD episode and at recovery (figure 4a).

Next, patients were stratified according to the nature of exacerbation. An ECOPD episode was considered
infectious when a positive bacterial culture and/or a positive viral PCR were identified [18, 19]. In
infectious ECOPD, 53% of the cases were of viral origin, 41% were bacterial and only 6% had both causes.
The ECOPD was considered noninfectious when both viral PCR and bacterial culture were negative. We
observed that the sputum concentrations of caspase-1, IL-1p and IL-18 were significantly higher when
infection was present (figure 4b).

During ECOPD we detected oligomeric ASC in sputum, a hallmark of inflammasome activation (figure 4c),
indicating that extracellular oligomers of ASC are present during ECOPD. As a methodological control, we
show that these ASC oligomers disappeared when samples were reduced prior to analysis (figure 4c). The
data support recent reports describing an extracellular function of inflammasome particles [20, 21].

| DOI: 10.1183/23120541.00002-2016 4
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quantification of mRNA levels relative to glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase]. b] Spearman
correlation of IL-1p mRNA expression levels in lungs of patients with stable COPD with forced expiratory
volume in 1s [FEVI % reference). c) IL-18 and IL-18 protein levels measured by Luminex and ELISA,
respectively, in lung tissue. a, c| Data is presented as meantsem of n=14 nonsmokers, n=15 smokers and n=38
COPD individuals; b] each point represents an individual patient. **: p<0.01.

Discussion

This study shows that: 1) NLRP3 and IL-1p mRNA are upregulated in lung tissue of stable COPD, but both
caspase-1 and ASC are found mostly in inactive form, suggesting that that the NLRP3 inflammasome is
primed, but not activated, in stable COPD, and 2) during infectious ECOPD, caspase-1, oligomeric ASC
and associated cytokines (IL-1p, IL-18) are upregulated in sputum, indicating that inflammasome activation
occurs under these circumstances.

Previous studies

Over the last few years, knowledge about the inflammasome function in different inflammatory conditions
has increased exponentially, mostly as a result of knockout mice and in vitro cell assays [20, 22, 23). For
instance, the pulmonary inflammatory response is blunted in NLRP3 knockout mice [4, 5, 9. In patients
with COPD, the evidence for inflammasome activation is scarce and contradictory. While some studies
reported increased levels of IL-1p [11, 12], others failed to find NLRP3, or increase in IL-1p and IL-18
protein in stable COPD patients [13]. Most of them were, however, of limited size and, contrary to our
study, did not assess whether the inflammasome is a primer or active.

Interpretation of findings

The inflammasomes form a family of multimeric intracellular protein complexes that most often include a
NLR as a sensor molecule and, in some cases, the adaptor protein apoptosis-associated speck-like protein
containing a caspase recruitment domain (ASC) and pro-caspase-1 [24, 25]. The best-characterised
inflammasome is that formed by NLRP3, which is activated in response to different pathogens, particles
and danger signals [24, 25]. Full activation of the NLRP3 inflammasome requires two sequential biological
steps. The first (priming step) increases pro-IL-1p and NLRP3 transcription, and the second (activation
step) induces inflammasome assembly, activation of caspase-1 and processing, and release of the
pro-inflammatory cytokines IL-1p and IL-18 [24, 25]. Priming is related to the presence of inflammation,
whereas activation occurs only after exposure to specific danger signals [24, 25]. The activation involves
the oligomerization of NLRP3 with ASC, in a large fibre-like complex called “speck”, which can be
detected by immunofluorescence or by ASC cross-linking in Western blots [26-28]. NLRP3 and IL-1p
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FIGURE 3 Inflammasome is not activated in stable chronic obstructive pulmonary disease (COPD]. a) Caspase-1
protein levels measured by ELISA and relative mRNA expression measured by quantitative PCR [qPCR) in lung
tissue of stable COPD. Data is presented as meantsem of n=14 nonsmokers, n=15 smokers and n=38 COPD
individuals. b] Representative Western blot analysis of caspase-1 [Casp); positive control (+] is a lysate of human
peripheral blood mononuclear cells treated with the NLRP3 activator nigericin (10 uM). c-f] Caspase-1-positive
cells (brown] detected by immunchistochemistry in ¢, dl bronchial epithelial cells and alveolar epithelial cells
and e, [] macrophages in a representative tissue sample from a nonsmoker and a COPD patient. The primary
antibody used in immunchistochemistry detects both the p45 inactive precursor and the small subunit of active
caspase-1 (p10). Scale bars: 100 pm. g) Western blot for ASC in representative lung samples from two COPD
patients, a nonsmoker (NS] and a smoker (S), denoting the menomeric (22 kDa) and oligomeric (220 kDa) ASC.
ASC oligomeric complexes were not detected when samples were run under reduced conditions. h-j] ASC
immunofluorescence staining [red] and nuclei [blue) in lung tissue of a representative COPD patient: h) alveolar
epithelial cells and macrophages, || bronchial epithelial cells, and || macrophages. Arrows in |} denote
macrophages with detectable ASC speck. DAPI: 4',6-diamidino-2-phenylindole. Scale bars: 36 pm.

mRNA levels are generally considered markers of inflammasome priming, whereas NLRP3 and ASC
oligomerization and presence of active caspase-1 are readouts of inflammasome activation [20, 21, 29-31].

In line with previous studies reporting an association of IL-1p with COPD [4, 5, 8], we found increased
NLRP3 transcripts in the lungs of stable COPD patients. In addition, we also found that NLRP3 mRNA
expression correlated positively with the severity of airflow limitation, and with mRNA expression for
IL-1o, IL-18, IL-1P, IL-8 and neutrophil elastase. However, we could not observe any direct indicator of
inflammasome formation and activation during stable COPD. These results are in keeping with those
reported by Dr Sterano ef al. [13], but in contrast to those by Errom et al. [32], who reported increased
caspase-1 activity in lung tissue of patients with emphysema. Although we observed increased protein
levels of IL-1P and IL-18 in current smokers with normal spirometry, current smoking did not influence
the levels of these proteins in patients with COPD. Accordingly, these findings suggest that the production
of IL-1B and IL-18 is driven by a different mechanism in each situation.
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TABLE 2 Plasma inflammatory markers during exacerbations of chronic obstructive

pulmonary disease (ECOPD) and clinical recovery

ECOPD Recovery p-value
Subjects 56 41
Leukocytes x10° pL~" 11.59:0.47 8.6710.3 <0.0001
Neutrophils x10% L’ 85.441.3 62.641.6 <0.0001
Lymphacytes x10° pL~" 9.3:0.6 24.35+1.0 <0.0001
C-reactive protein mg-dL™" 6.5£0.9 1.1£0.3 <0.0001

Data are presented as n or meanssemM, unless otherwise stated. Data were compared using a Mann-Witney test.

However, we also found, for the first time to our knowledge, that the inflaimmasome becomes activated in
human lungs during infectious ECOPD. This was evidenced by the increased sputum concentrations of
caspase-1, IL-1p and IL-18 observed in infectious ECOPD (as compared with noninfectious exacerbations).
The fact that we found these cytokines in sputum supernatant indicates that these proteins have actually
been released from the cells, suggesting that they correspond to their active forms [30, 31]. In keeping with
this interpretation is the fact that we also detected oligomers of ASC in sputum during infectious ECOPD,
supporting recent studies indicating that ASC oligomeric particles are released from activated macrophages
and contribute to perpetuate inflammation [20, 21]. The fact that cell-free ASC oligomeric particles have
been observed in the bronchoalveolar lavage of a small series of COPD patients further supports these
observations [21]. Finally, our results are also in agreement with those reported by BarapusL et al. [19],
which showed different patterns of inflammatory response during ECOPD and reported that the biomarker

al 15004 @ ECOPD (V1) c) Reduced Nonreduced
- [ Recovery [V2) MK B-5 B-2 B-3 B-5 B-2 B3
T 20 =~ « ASC
g 1000+ 18[] ! . oligomer
5 80 - e
i 60—
£ 50w U BN -t
g 500, 40 - |
e « 50
e monomer
o -
Caspase-1  IL-1p IL-18 2.
b) 1500 M Infectious 2500+ . 400, ——
[ Noninfectious S
- 20004
= 10001 5 5
£
c-,, £ 1500 =
o & &
'T o o
b = 1000+ @
3 500 i i
S
8 500
0- 04 0
Vi V2 V1 V2 Vi V2

FIGURE 4 NLRP3 inflammaseme is activated during infectious exacerbations of chronic obstructive pulmonary
disease (ECOPD). a| Protein concentration of caspase-1, interleukin [IL]-1p and IL-18 in sputum of COPD
patients studied during an ECOPD (V1] and at recovery [V2). Data are presented as meanzsem of n=41 (V1) and
n=41 [V2). b) Sputum concentrations of caspase-1, IL-1p and IL-18 in COPD patients studied during an
episode of ECOPD of infectious or noninfectious origin. Data are presented as meantsem of n=17 infectious V1
[during ECOPD), n=14 infectious V2 [recoveryl, n=30 noninfectious V1 and n=21 noninfectious V2 individuals.
*: p<0.05; **: p<0.01. ¢] Representative Western blot for ASC sputum samples from ECOPD patients, denoting
oligomeric ASC complexes, a hallmark of inflammasome activation. ASC oligomeric complexes were not
detected when samples were run under reduced conditions. MK: marker.
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that best identified ECOPD of bacterial origin was sputum IL-1p concentration. Whether or not this
inflammasome response in infectious ECOPD can be protective or detrimental to the host requires further
research. The results of our study show that the inflammasome is involved in the inflammatory burst of
infectious ECOPD. It is plausible that controlling the primed status of the inflammasome in stable COPD
might result in a decrease in the inflammasome-induced inflammation observed in infectious ECOPD.

Strengths and limitations

This is the largest study investigating the participation of the NLRP3 in lung tissue samples of COPD
patients (and appropriate controls) and the first to assess its potential involvement during episodes of
ECOPD. [t has, however, some limitations. Due to clinical constrains, we were unable to obtain all
measurements in all patients and lung tissue samples were not accessible during ECOPD. ECOPD blood
and sputum samples were collected during the first 72h of hospitalisation, but we did not have
information at discharge and during recovery. 98% of ECOPD patients were on inhaled corticosteroids
previously, so that differences between infectious noninfectious groups could not be attributed to different
treatments. Finally our definition of infectious ECOPD (bacterial culture and/or viral PCR), although
previously used in similar studies [19], may potentially lead to over/underdiagnosis.

Conclusions
Our results indicate that NLRP3 is primed in the lungs of patients with clinically stable COPD and that
infectious ECOPD constitutes a robust second signal that triggers inflammasome activation.
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Papel del Inflamasoma en la EPOC estable y agudizada

Anexo 7 Protocolo afectacion Caspasa-1 con metilprednisolona

- Medir la actividad basal de caspasa-1
- Bellenar las celdas a concentracion de 2 millomes/ml y sembrar, 5 pozos de una placa

de 48 con un ml.

Las condiciones a testar son:
- 0 mgdosis 1]
- 40 mg dosis 0.0008 pg/ml 1 pl de 0.8 pg/ml
- 60 mg dosis 0.0012 pg/ml 1.5 pl de 0.8 pg/ml
- 20 mg dosis 0.0016 pg/ml 2 pl de 0.8 pg/ml
- 200 mg dosis 0.0040 pg/ml 5 pl de 0.8 pg/ml

Lirbasen 20 mg polvo y disolvente para solucidn inyectabls

1 ampolla contiene 20 mg de metilpredmselona = 20000 pg. Se resuspende con 1000 pl
y de esto se hace una dilucion 1/10 para que esté a 2000 pg/ml.

Entonces para poder poner 0.0008ug afiadiendo 1pul; significa que la solucidn

concentrada debe estar a 0 8pg/ml.
Vi*Ci=VI*Cf
3l * 2000 pe/ml =VE =125 ml
0.8 pzml
- Dejar 24 horas.

- Medir la actividad de caspasa-1. en situacion no estimulada de cada pozo, y
estimulando un tubo con ATP y un tubo con nigericina de cada pozo.

1- O res
2-0atp
3-0mig

4 40 res

5- 40 atp
6- 40 mg
T- 60 res

8 60 atp

9- 60 mig
10- 80 res0
11- B0 atpl
12- B0 mig2
13- 200 res0
14- 200 atpl
15- 200 mg2
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Anexo 8 Afectacion Caspasa-1 con metilprednisolona
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