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INFORMACION DEL ARTICULO RESUMEN
Historia del articulo: La enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) es una entidad de presentacién heterogénea. Por
Recibido el 6 de abril de 2018 ello, se han intentado perfilar diferentes fenotipos y endotipos, que permitirian un manejo mas dife-
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) renciado. El objetivo del proyecto Biomarcadores en la EPOC (BIOMEPOC) es identificar biomarcadores
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sanguineos Utiles para tipificar mejor a los enfermos. Se analizaran datos clinicos y muestras sanguineas
en un grupo de pacientes y controles sanos. El proyecto constara de fases de prospeccién y de validacién.
Se realizaran determinaciones analiticas sanguineas con técnicas convencionales y de diversas ciencias
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Medicina personalizada «6micas» (transcriptémica, proteémica y rn(.etab’olomlca). Las primeras se reallza}'a.n orlentacjlas por hip6-
Endotipos tesis, mientras que con la§ gegundas se realizara una exploracion sin dicho conc.ilcmnante. Finalmente se
Marcadores biolégicos realizara un andlisis multinivel. En el momento actual se han reclutado 269 pacientes y 83 controles, y se
Analisis multinivel estd iniciando el procesamiento de muestras. Con los resultados obtenidos se espera identificar nuevos

biomarcadores que, en solitario o combinados, permitan una mejor tipificacién de los pacientes.
© 2018 SEPAR. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L.U. Todos los derechos reservados.

The BIOMEPOC Project: Personalized Biomarkers and Clinical Profiles in
Chronic Obstructive Pulmonary Disease

ABSTRACT

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is an entity with a heterogeneous presentation. For this
reason, attempts have been made to characterize different phenotypes and endotypes to enable a more
individualized approach. The aim of the Biomarkers in COPD (BIOMEPOC) project is to identify useful
biomarkers in blood to improve the characterization of patients. Clinical data and blood samples from a
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group of patients and healthy controls will be analyzed. The project will consist of an exploration phase
and a validation phase. Analytical parameters in blood will be determined using standard techniques and
certain ‘omics’ (transcriptomics, proteomics, and metabolomics). The former will be hypothesis-driven,
whereas the latter will be exploratory. Finally, a multilevel analysis will be conducted. Currently, 269
patients and 83 controls have been recruited, and sample processing is beginning. Our hope is to use

the results to identify new biomarkers that, alone or combined, will allow a better characterization of

patients.

© 2018 SEPAR. Published by Elsevier Espafia, S.L.U. All rights reserved.

Introduccion

La enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) es una
entidad clinica caracterizada por un deterioro, en muchos casos
progresivo, de la funcién pulmonar, con periodos intercurrentes
de exacerbacion de los sintomas'2. Presenta una prevalencia muy
elevada y conlleva elevados costes sanitarios y sociales?>. La causa
principal de la EPOC es el habito tabaquico, aunque existen otros
factores que pueden contribuir a su aparicién?*. Una caracteris-
tica relevante de esta entidad es su presentacién muy heterogénea,
ya que la clasica afectacién pulmonar es variada y ademas suele
ir acompafada de manifestaciones extrapulmonares y de diver-
sas comorbilidades®S. Entre las primeras destacan la afectacion del
estado nutricional y del sistema muscular esquelético, mientras que
las segundas incluyen alteraciones cardiovasculares y endocrinas,
asi como el cancer de pulmén. Con frecuencia, a estas comorbi-
lidades se afiade el impacto negativo del envejecimiento (ya que
la enfermedad suele requerir una exposicién prolongada al téxico
para manifestarse clinicamente), y en muchos casos un entorno
social desfavorable (lo que hace que impacte sobre todo en segmen-
tos fragiles de la sociedad). En paralelo a esta conceptualizacién
como entidad compleja y heterogénea, se ha constatado que la
variable que expresa la intensidad de la obstruccién al flujo aéreo
(el FEV4), utilizada hasta hace poco como Ginico parametro para cla-
sificar la gravedad de los enfermos, resulta insuficiente a la hora de
establecer su prondstico y delimitar un adecuado manejo clinico y
tratamiento, ya que se omiten otros elementos de gran importancia
en el perfil de la enfermedad.

Todo ello ha llevado en los dltimos afios a la biasqueda de
perfiles mas especificos en los enfermos, con el fin de ajustar de
forma mas individualizada su cuidado clinico, tratamiento y segui-
miento continuado. En ese sentido, la clasificacién denominada
GOLD ha afiadido recientemente el nivel de sintomas y nimero
de exacerbaciones anuales al ya clasico FEV{2. En un paso mas,
otros grupos han intentado definir perfiles con mayor especifici-
dad, proponiendo el término «fenotipo», utilizado aqui de forma
algo diferente de su semantica clasica, ya que haria referencia
a un(os) rasgo(s) clinico(s) o bioldgico(s) con consecuencias en
el pronéstico o el manejo terapéutico de los pacientes’. En este
sentido, a los dos fenotipos clasicos de la enfermedad (enfisema
pulmonar y bronquitis crénica), se han afiadido recientemente cla-
sificaciones que incluyen, entre otros, los fenotipos «exacerbador
frecuente» y «mixto» (p. ej., de EPOC-asma o ACO, por asthma-COPD
overlap)®?. Otros grupos han descrito diversos fenotipos basados en
algan rasgo clinico relevante (p. ej., 1a pérdida de peso, la comorbili-
dad cardiovascular o la persistencia de inflamacién sistémica)'0-13,
También se ha intentado perfilar una caracterizacién basada en
los mecanismos fisiopatolégicos que explican la heterogeneidad
(endotipos), aunque esta visién es todavia mas incipiente. Mas
recientemente, se ha propuesto dar un paso mas, aproximandose
a la caracterizacién individualizada de los pacientes'?. En este
enfoque de medicina personalizada se hace necesario disponer de
suficientes indicadores que permitan una filiacién lo mas exacta

posible de cada enfermo. No solo es necesario definir la gravedad de
la enfermedad pulmonar (hasta ahora basada en la reserva funcio-
nal), sino otras dimensiones como su grado de actividad (intensidad
de los mecanismos bioldgicos que caracterizarian a los endotipos) o
el impacto que supone en la vida del paciente'#, y tanto sus comor-
bilidades como sus manifestaciones sistémicas.

Este cambio conceptual implica a nivel practico la basqueda
de nuevas variables (marcadores) que, idealmente, sean faciles de
obtener y permitan una adecuada clasificacién de los pacientes.
La bisqueda de dichas variables deberia responder a las caracte-
risticas heterogéneas y complejas de la enfermedad, y basarse en
la interrelacién de los diversos niveles que condicionan su expre-
sién. Se trata pues de abordar la complejidad de la enfermedad,
permitiendo una estratificacion apropiada y ligada a determinadas
caracteristicas biolégicas'>. Si hasta ahora se ha trabajado funda-
mentalmente con los niveles ambientales y clinicos, estos deben ser
enriquecidos con los diferentes niveles biol6gicos, para obtener los
denominados endotipos. Esto solo sera posible mediante la iden-
tificacion de biomarcadores, definidos como indicadores objetivos
de un estado biol6gico!®, habitualmente detectables en alguno de
los fluidos biolégicos o tejidos!S.

Lamentablemente, hasta la fecha los intentos para obtener
buenos marcadores biol6gicos no han dado en la EPOC los resul-
tados apetecidos. Por un lado, existen numerosos trabajos que
han explorado un ndmero reducido de moléculas, estando en
general orientados a una hipétesis basada en los conocimientos
fisiopatolégicos actuales (inflamacién, estrés oxidativo, lesién o
remodelacién tisular)!’-1°. Suele tratarse de estudios con series
relativamente amplias de pacientes, orientados a una circunstan-
cia clinica concreta (p.ej., frecuencia de exacerbaciones, rapidez
evolutiva), y en muchos casos sin fase de validacién posterior.
En general los resultados han sido poco concluyentes, aunque el
estudio ECLIPSE permiti6é observar que la combinacién de diversos
marcadores inflamatorios séricos puede mejorar la prediccion evo-
lutiva de las variables clinicas clasicas'’. También en los Gltimos
afos y con objetivos similares, se han realizado diversos estudios
utilizando las llamadas ciencias y técnicas «dmicas». Estas se carac-
terizan en general por una biisqueda amplia, sin hip6tesis concreta
preestablecida. Sin embargo, en general se han empleado series
relativamente cortas o escasamente filiadas desde un punto de
vista clinico, por lo que tampoco se han alcanzado los resultados
apetecidos20-2°, El presente proyecto pretende superar algunas de
las mencionadas limitaciones.

La hipétesis general del proyecto Biomarcadores en la EPOC
(BIOMEPOC) es que la basqueda de biomarcadores de las dife-
rentes circunstancias clinicas caracteristicas de la EPOC (eventos
agudos intercurrentes, grado de actividad, presencia de eosinofi-
lia, comorbilidades, manifestaciones sistémicas, etc.) serd mucho
mas eficiente empleando conjuntamente metodologias clasicas y
de biologia de sistemas. Esta aproximacion permitira definir redes
de interaccién, sondeando vias metabdlicas y eventuales meca-
nismos moleculares involucrados en cada caso, identificando en
Gltimo término los biomarcadores mas adecuados. Légicamente,
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Figura 1. Esquema de desarrollo del proyecto BIOMEPOC. «Reserva» indica ulteriores andlisis.

la hipétesis especifica del abordaje con técnicas «6micas» deri-
vara de la prospeccion inicial y de las moléculas alli identificadas,
que seran validadas posteriormente. Por el contrario, la hipétesis
especifica de la parte del estudio que utiliza técnicas convencio-
nales es que los marcadores inflamatorios, de estrés oxidativo y de
lesién-reparacién en los tejidos pulmonar, muscular y cardiovascu-
lar pemitiran distinguir las diferentes formas, fenotipos y endotipos
ligados a manifestaciones pulmonares y sistémicas de la enferme-
dad. Consecuentemente, el objetivo general del proyecto es analizar
de forma integrada los indicadores obtenidos a partir de la clinica,
las determinaciones analiticas convencionales y los datos biol4gi-
cos masivos y multinivel en pacientes con EPOC, con el fin de definir
nuevos perfiles especificos o fenotipar y endotipar mejor algunos
de los ya propuestos.

De las cuatro modalidades de biomarcadores definidas por la
Comisién Europea (Susceptibilidad/Riesgo, Diagnéstico, Pronés-
tico y Prediccién de tratamiento)'®, el proyecto BIOMEPOC, de
disefio inicialmente transversal, se centra en las dos primeras. Sin
embargo, estard entre sus objetivos futuros el cumplir también
con la tercera y cuarta modalidades, aunque ello implica un segui-
miento mas prolongado que excede a la duracién inicial del estudio.

Método
Disefio, poblacion y variables clinicas

El estudio BIOMEPOC es de tipo prospectivo (que incluye la
adquisicién de numerosas variables y muestras bioldgicas en el
momento del reclutamiento, pero también el seguimiento de algu-
nas variables como la aparicién posterior de cancer de pulmén y
mortalidad), con inclusién de pacientes procedentes en su mayor
parte de un estudio previo y de controles sanos en los 7 centros
participantes (Hospital Son Espases de Palma, Fundacién Jiménez
Diaz de Madrid, Hospital Clinic de Barcelona, Hospital Universita-
rio Virgen del Rocio de Sevilla, Hospital 12 de Octubre de Madrid,
Hospital del Mar de Barcelona y Hospital Universitari Parc Tauli de
Sabadell). Se ha escogido un perfil de hospital terciario y universi-
tario, acostumbrado tanto al manejo de pacientes complejos como
de muestras biol6gicas que requieren manejo especializado. El pro-
yecto consta de dos fases. La primera de ellas, de prospeccién y
seleccién de biomarcadores, utilizando un subgrupo de pacientes
y de controles sanos; y una segunda fase, de validacion interna de

los resultados ya obtenidos utilizando otro subgrupo de pacientes
y de controles sanos (fig. 1).

El planteamiento del proyecto no seria posible sin la disponibi-
lidad de un grupo multicéntrico con amplia y larga experiencia en
trabajos colaborativos realizados en red, asi como de una cohorte
de pacientes bien tipificados clinicamente. Afortunadamente existe
un estudio de auditoria clinica denominado «Design and local imple-
mentation of Clinical Audits in different types of Obstructive Lung
Disease» (DELICATO), promovido conjuntamente por el Area de Res-
piratorio del Centro de investigacion en Red (CIBERES) y la Sociedad
Espafiola de Neumologia y Cirugia Toracica (SEPAR), que incluye
una cohorte apropiada para los objetivos del presente proyecto, y
ala que se nos dio acceso.

Por tanto, los criterios de inclusién y exclusién de los pacientes
fueron los mismos que en DELICATO. De forma breve, se estudia-
ron pacientes con EPOC? y seguimiento continuado en una consulta
especializada de neumologia de al menos 2 afios, a los que se
afadieron controles sanos (seleccionados mediante cuestionario
estandarizado y pruebas de funcién respiratoria dentro de la nor-
malidad; con sexo y edad equilibrados con los de los pacientes),
todos ellos mayores de 40 afios. Los criterios diagndsticos para la
EPOC fueron historia de habito tabaquico, asi como un cociente
espirométrico porcentual posterior a la prueba broncodilatadora
inferior al 70%2. El calculo del tamafio muestral se realizé a partir
de estudios previos'826-28 tomandose el de mayor envergadura2®
para el calculo del ndmero total de pacientes con EPOC, y amplian-
dolo generosamente en previsién de las pérdidas o dificultades de
reclutamiento. Los otros estudios se utilizaron para el calculo de
muestras sanguineas a valorar en los subandlisis empleando las
distintas técnicas ya mencionadas. Esto supuso que cada uno de
los 7 centros debia inicialmente intentar reclutar 90 pacientes con
EPOC (unos 30 pacientes considerados «fragiles» segiin la defini-
cién adoptada en DELICATO: 3 o mas contactos hospitalarios por
exacerbacion en el afio precedente; y 60 enfermos mas sin dicha
condicién)y 30 sujetos sanos. En todos ellos se extraeria una mues-
tra sanguinea para el estudio de biomarcadores, asi como muestra
espontanea de esputo para ulteriores estudios en aquellos pacien-
tes en que esto fuese posible.

Aspectos éticos

El estudio se disefi6 atendiendo a los principios recogidos en la
declaracién de Helsinki, siendo aprobado por los Comités de Etica
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e Investigacién Clinica (CEIC) de las diferentes instituciones. Todos
los participantes en el estudio firmaron el correspondiente con-
sentimiento informado tras haberles sido detallados los objetivos y
procedimientos a emplear. Para garantizar el anonimato, se asigné
a cada participante y a sus muestras un ndmero correlativo de 4
cifras. El coordinador general del proyecto mantiene en archivo
apartey seguro la correspondencia entre dichas cifras y laidentidad
del sujeto.

Datos clinicos

Se recogi6 en una nueva base de datos centralizada, actualizan-
dola, la informacién clinica, analitica, funcional y de seguimiento
obtenida en el proyecto DELICATO. La presencia y severidad del
enfisema se valoré a partir de la radiologia convencional de térax
y la medicién de la transferencia del CO, mientras que el estado
nutricional se evalué a través del valor del indice de masa corporal.
A la mencionada base de datos se afadieron los correspondientes
a los controles sanos.

Andlisis de biomarcadores

Para la obtencién de los biomarcadores se han utilizado diversas
estrategias complementarias. En primer lugar, y para las técnicas
convencionales en las que debian definirse previamente las molé-
culas a analizar, estas fueron seleccionadas a partir de la literatura
especializada y un trabajo ya publicado por parte del grupo inves-
tigador utilizando la «mineria de textos» (text mining)*°. Por el
contrario, y como ya se ha mencionado, no se establecié ninguna
seleccién para las técnicas «dmicas» de screening amplio, evitando
el potencial sesgo de una hipétesis predefinida.

Procesamiento y andlisis de las muestras sanguineas

Previo al inicio del proyecto se elabor6 y distribuyé entre los
participantes el protocolo estandarizado de recogida y procesa-
miento inicial de muestras (addendum 1). Estas fueron remitidas al
centro coordinador y almacenadas a —80°C en su Biobanco (MAR-
Biobanc). Dicha instalacién cumple los criterios estandarizados de
seguridady calidad parala preservaciony custodia de muestras bio-
l6gicas (AENOR ER-0031/2012; UNE-EN ISO 90019). Las muestras
seran procesadas con técnicas analiticas convencionales y analisis
amplio de los niveles transcriptémico, proteémico y metabolémico.
Se reserva una parte de las muestras por si fuera necesario utilizar-
las en ulteriores analisis.

- Técnicas «convencionales». Incluye hemograma completo y
determinaciones séricas de analitica convencional y de marcadores
genéricos de inflamacién [proteina C reactiva (CRP) ultrasensible,
fibrindgeno y glico-marcadores], estrés oxidativo [8-isoprostano,
malondialdehido, glutatién reducido, proteina secretora de las
células «club» (CC) -16 y granzima (Gzm) B], infeccién (procalcito-
nina) y disfuncién cardiovascular [péptido natriurético tipo B (BNP)
y pro-BNP].

- Andlisis transcriptomico. Se utilizan muestras tratadas de
forma especifica para preservar el acido ribonucleico (ARN).
Estas muestras se procesan para secuenciacién masiva (NextSeq,
[llumina, San Diego, EE.UU.), seglin procedimiento ya descrito
en la literatura®, lo que permite el analisis de mas de 25.000
genes por muestra. Dicho andlisis se realiza en la plataforma de
transcriptémica de la Universidad Pompeu Fabra de Barcelona
(UPF). Los resultados son analizados por bioinformaticos y clinicos
de nuestro grupo mediante programas especificos convencionales,
con anadlisis funcional posterior a través de Gene Ontology (GO,
Gene Ontology Consortium)®! y Human Phenotype Ontology (HPO,
Charité, Berlin, Alemania)®2. Los resultados de transcriptomas
seleccionados entre los que demuestren un valor discriminatorio

elevado se confirmaran por la técnica cuantitativa de reaccion en
cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (qQRT-PCR).

- Andlisis proteémico. Incluye tanto técnicas masivas (para
proteinas de mediana/alta concentracién sanguinea) como semi-
masivas (para proteinas con concentracién mas baja). Para las
primeras se empleara la espectrometria de masas tribrida de alta
velocidad (Orbitrap Fusion Lumos, Filgen Inc., Nagoya, Japén), a
realizar en el Centro de Regulacién Gendémica (CRG) de Barce-
lona segtin metodologia estandar3, mientras que las segundas
se basan en arrays (Affimetrix) dirigidos a facetas bioldgicas con-
cretas, seleccionadas por los procedimientos ya mencionados. En
concreto, y siguiendo una técnica convencional®4, se estudiaran
45 biomarcadores-diana, incluyendo hormonas y moléculas rela-
cionadas [hormonas adrenocorticotropa (ACTH), del crecimiento
(GH), y estimulante del tiroides (TSH), péptido C, ghrelina, gluca-
g6n, insulina y leptina], marcadores de inflamacién [quimioquina
expresada y secretada por células T, regulada por activaciéon (RAN-
TES), interferdn (IFN) -a2, IFN-v, interleucina (IL) -1, IL-1f3, IL-1ra,
IL-2,IL-3,IL-4, IL-5,IL-6, IL-7,1L-8,IL-10, IL-12 (p40), IL-12 (p70), IL-
13, IL-15, IL-17, IP-10, proteina quimiotactica del monocito (MCP)
-1, proteina inflamatoria del macréfago (MIP) -1a, MIP-13, fac-
tor de necrosis tumoral (TNF) -a, TNF-{3, factor de crecimiento
transformante (TGF) -3 y factor de crecimiento endotelial vascu-
lar (VEGF)], marcadores de lesién o remodelado tisular (troponina
C, desmosina, elastina y proteina D del surfactante), de infeccién
[procalcitonina y proteina ligada al polisacarido (LBP)] y de disfun-
cién endotelial [molécula soluble de adhesién intercelular (sSICAM)
-1]. Con posterioridad se determinaran mediante analisis por inmu-
noabsorcién ligado a enzimas (ELISA) los marcadores seleccionados
por mostrar sefial altamente discriminatoria con las técnicas de
rastreo anteriores.

- Andlisis metabolomico. Se efectuard mediante espectrometria
de masas con analizadores tipo quadrupolo-tiempo de vuelo (Q-
TOF-MS) (QSTAR XL Hybrid System, Applied Biosystems. Foster
City, CA, EE.UU.), y fuentes de ionizacién tipo electrospray (ESI)
o fotospray (APPI). La muestra se introducira por infusién directa
(DIMS) mediante bomba de baja presién y jeringa tipo Hamil-
ton de 1000 pL, a un flujo de 5 wL/min. El estudio se completara
con el realizado mediante cromatografia de gases (GC-MS), orien-
tado a los metabolitos mas volatiles. En los casos en que se estime
necesario se obtendran perfiles metabdlicos adicionales mediante
espectrometria de masas por cromatografia liquida de ultra alta
resoluciéon, también con analizadores tipo quadrupolo-tiempo de
vuelo (UHPLC-Q-TOF-MS). En todos los casos se utilizara metodo-
logia ya validada en la literatura®”. Para el analisis de resultados se
emplearan las bases de datos metabdlicas METLIN Metabolomics
Database (Scripps Research Institute, San Diego, CA, EE. UU.), FIEHN
(NIH West Coast Metabolomics Center, Davis, CA, EE.UU.), HMDB
(Human Metabolome Database, TMIC, Edmonton, AL, Canada) y
AMIX (Bruker, Billerica, MAS, EE.UU.), entre otras.

Andlisis de datos y procesamiento estadistico

Los datos clinicos, funcionales y biolégicos convencionales
se han recogido en una base de datos Gnica. En cuanto al
andlisis de los niveles transcriptémico, proteémico y metabol6-
mico, con evaluacién posterior de sus interacciones reciprocas,
se emplearan las plataformas y paquetes estadisticos antes cita-
dos, asi como los programas SPSS 18.0 (IBM Corp.) y R (GPL,
programa de uso libre), mediante paquetes de software de BIO-
CONDUCTOR (PMID:25633503). Se estableceran comparaciones
atendiendo a diferentes criterios dicotémicos, que incluyen presen-
cia de enfermedad, gravedad de esta segin la alteracién funcional
(leves-moderados frente a graves-muy graves), presencia o no de
«fragilidad» (definicién ya mencionada), presencia o no de eosino-
filia, presencia o no de alteraciones nutricionales, presencia o no
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de enfisema marcado, presencia o no de bronquiectasias, sexo del
paciente, etc. Para el control de calidad y evaluacién de los posibles
efectos de homogeneidad por grupo de muestras (batch) se utilizara
el médulo de componentes principales de Partek. Las relaciones
entre variables se calcularan mediante coeficientes convencional y
biserial de Pearson. También se realizara un analisis multivariado
deregresion logistica, que permitira ajustar el efecto de las distintas
covariables. Para ello se disefiarda un modelo normal multivaria-
ble (MVN) mediante el paquete R «nlme» (funcién «gls»), lo que
permitira valorar asociaciones entre los diferentes niveles clinicos
y biolégicos. Estos modelos consideran todos los perfiles 6micos
simultdneamente como un resultado multivariado Y. La matriz de
varianza-covarianza se modela por tanto de manera flexible, por
lo que la covarianza depende de las variables clinicas principales
y permite diferentes coeficientes para cada condicién clinica esco-
gida. Asi, la variable biol6gica escogida (Y) para cada individuo y
escenario clinico (p. ej., su fenotipo) sigue una distribucién normal
multivariada con un vector promedio (W) y una matriz de cova-
rianza (X) Y ~ MVN(p, X). La matriz de varianza-covarianza no
estructurada se modela utilizando la identificacién de los sujetos
como factor de agrupamiento. La integracién de datos de las diver-
sas «6micas» se llevara a cabo mediante el andlisis de correlaciones
candnicas mdltiples (PMID:19377034). Finalmente se realizara con
los resultados un analisis de clusters para definir eventuales nuevos
endotipos de la enfermedad, segiin metodologia ya utilizada pre-
viamente por diversos autores del grupo'°. Para el analisis se cuenta
con la estructura humana y tecnolégica del Programa de Investi-
gacion en Informatica Biomédica [GRIB, perteneciente al Instituto
Hospital del Mar de Investigacién Médica (IMIM) y a la UPF].

Descripcién de la poblacion

En el momento actual, se ha finalizado la fase de reclutamiento,
que finalmente ha incluido 83 sujetos sanos [con sendos subgrupos
de fumadores (56%) y de no fumadores], 213 pacientes con EPOC
pero sin criterios de «fragilidad» y 56 pacientes mas con EPOC y
«fragilidad» (fig. 1). La reduccién en el nimero de pacientes con
EPOC se debi6é fundamentalmente a la dificultad de retomar a los
pacientes del estudio DELICATO, tanto por fallecimientos como por
cambios de domicilio o rechazo a participar en el presente estudio.
No obstante, el nimero final de pacientes estables se aproximaba
al 80% del inicialmente previsto. Se descartaron posteriormente 5
controles y 36 pacientes adicionales por no hallarse todas las mues-
tras sanguineas en excelentes condiciones. Fundamentalmente,
esto fue debido a mala preservaciéon de la muestra para andlisis
del transcriptoma. De todos los demas se dispone ya de los datos
clinicos, procedentes en su mayoria del estudio de DELICATO, con
actualizacién en el momento de la inclusién en el presente estudio
(tabla 1). Se trata de pacientes con predominio del sexo masculino,
buen estado nutricional salvo en el grupo de fragilidad (11-13% de
bajo peso), con las alteraciones funcionales caracteristicas de su
enfermedad pulmonar. Atendiendo a su gravedad clasificada por
el FEV4, los pacientes sin fragilidad se distribuian a partes igua-
les entre leves-moderados y graves-muy graves?, mientras que en
los fragiles predominaban netamente los segundos. En cuanto a la
clasificacién GOLD mas reciente, los pacientes sin fragilidad mos-
traban una distribucién similar en las 4 categorias?, y en cambio los
enfermos fragiles se concentraban en la D. Finalmente, ambos grupo
de pacientes mostraban unos porcentajes similares de eosinofilia
en sangre periférica, anemia y comorbilidades (indice de Charlson).

Por otra parte, las muestras biolégicas fueron extraidas y some-
tidas a un procesamiento inicial. El proyecto BIOMEPOC se halla
en fase de evaluacién de los primeros resultados del nivel trans-
criptémico, habiéndose diseminado ya algunos resultados muy
preliminares en forma de comunicaciones a congresos>6-38,

Tabla 1
Caracteristicas generales de la poblacién incluida en el estudio BIOMEPOC
Sujetos sanos  EPOC «no fragil»  EPOC «fragil»
(n=83) (n=213) (n=56)
Edad (afios) 67+9 69+9 69+9
Mujeres (%) 36 33 35
Tabaco (pag/afio) 10+3 58+27" 59425
Nunca fumador (%) 42 17 0
Exfumador (%) 37 72" 75"
Fumador activo (%) 21 27 25
IMC (kg/m?2) 27,9451 282+53 26,1+5,5"
<20kg/m? (%) 0 29 12,77
<19kg/m? (%) 0 14 10,9™
FEV; (% pred.) 97415 51+£19™ 40 4+ 1477w
FEV; (ml) 2.893+0,775 1.455+0,592""  1.02240,304""*x
FEV:/FVC (%) 78 +£5 48+12"" 4141177%x
TLC (% pred.) 102+12 108 +18" 109+20"
RV (% pred.) 102+13 154429 175 424" xxx
RV/TLC (%) 36+10 55+12" 6197 xxx
DLco (% pred.) 91+12 53+19™ 49+19™
Kco (% pred.) 94413 62420 57+£22"™
Gold FEVy, 1-2 (%) — 46,7 23,2%xx
Gold FEVy, 3-4 (%) — 53,3 76,8%%%
Gold A — 27,1 5,4%%%
Gold B — 18,2 1,8%xx
Gold C — 25,7 214
Gold D — 29,0 71,49
Eosinéfilos en sangre
>200 mm? (%) 18 52" 47"
>300 mm? (%) 11 21 26"
Anemia (%) — 20 29
Indice de Charlson = 3,144+1,55 3,54+2,41

% pred.: porcentaje sobre el predicho; DLco: factor de tansferencia para el CO; FEV;:
volumen espiratorio forzado obtenido en el primer segundo; FVC: capacidad vital
forzada; IMC: indice de masa corporal; Kco: indice de Krogh (transferencia de moné-
xido de carbono dividida por el volumen alveolar, DLco/VA); RV: volumen residual;
TLC: capacidad pulmonar total.

Anemia, segn valor de hemoglobina: ¢ y @ posmenopausicas, <13 g/L; @ preme-
nopausicas, <12 g/L.

Comparaciones: Grupo de pacientes con Grupo control de sujetos sanos: *** p<0,001;
**p<0,01; * p<0,05; ambos grupos de pacientes entre si: *** p<0,001.

Como se ha mencionado, el proyecto incluye diversos aspec-
tos novedosos en la blsqueda de biomarcadores. Por un lado, ha
utilizado la mineria de textos para la generaciéon de nuevas hip6te-
sis, mientras que por otro utiliza técnicas de analisis semimasivo y
masivo para ampliar el cribado a potenciales marcadores no regi-
dos por hipétesis. Otro elemento destacable sera el no limitarse
al andlisis de los resultados de cada técnica «6mica» por separado,
sino integrarlos mediante redes de interacciéon que permitan rela-
cionar dichos niveles entre si (analisis multinivel). La complejidad
de la enfermedad podra ser explorada asi desde una nueva 6ptica,
complementada con los datos clinicos, funcionales y analiticos con-
vencionales ya disponibles (a menudo ausentes en los estudios de
biologia mas basica).

En resumen y como conclusién, el presente proyecto BIOMEPOC
es uno de los primeros intentos para explorar de forma muy amplia
los potenciales biomarcadores de diferentes aspectos relacionados
con la heterogeneidad clinica que caracteriza a la EPOC. Su obje-
tivo principal es llegar a identificar perfiles biolégicos de pacientes
(endotipos a un nivel elevado de complejidad) en funcién de deter-
minados correlatos clinicos (fenotipos, descritos previamente o no).
Potencialmente, también puede permitir explorar nuevos caminos
terapéuticos para alguno de estos perfiles. Las principales noveda-
des del proyecto son el reunir en un solo estudio un nimero sufi-
ciente de pacientes (sobre todo en el contexto de algunos analisis
«6micos»), disponer de una evaluacién clinico-funcional completa
realizada por especialistas en aparato respiratorio, y la utilizacién
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complementaria de técnicas convencionales y masivas de detec-
cién, con exploracién simultinea de diversos niveles «6micos»
(transcriptomas, proteinas y metabolitos)y sus potenciales interac-
ciones. Se espera generar asi nuevo conocimiento desde una éptica
multidisciplinar, con un propdsito netamente de transferencia,
tanto hacia el sistema de salud como eventualmente a la industria.

Financiacion

Financiado parcialmente por SAF2014-54371 (Fondos FEDER),
SEPAR 2015 y 2016, FUCAP 2014 y Menarini 2015.

Conflicto de intereses

Los autores declaran no tener ningtin conflicto de intereses.

Anexo. Material adicional

Se puede consultar material adicional a este articulo en su ver-
sién electrénica disponible en doi:10.1016/j.arbres.2018.07.026.

Appendix C. Anexo. Autores

Mireia Admetll6 (Hospital del Mar, CIBERES, Barcelona)

Alvar Agusti (Hospital Clinic, Universitat de Barcelona, CIBERES,
Barcelona)

Carlos Alvarez-Martinez (Hospital 12 de Octubre, CIBERES,
Madrid)

Esther Barreiro (Hospital del Mar, IMIM, Universitat Pompeu
Fabra, CIBERES, Barcelona)

Carme Casadevall (IMIM, Universitat Pompeu Fabra, CIBERES,
Barcelona)

Ferran Casals (Universitat Pompeu Fabra, Barcelona)

Robert Castelo (Universitat Pompeu Fabra, Barcelona)

Ady Castro-Acosta (Hospital 12 de Octubre, CIBERES, Madrid)

Rocio Cérdova (Hospital Son Espases, CIBERES, Palma)

Borja G. Cosio (Hospital Son Espases - Instituto de Investigacion
Sanitaria de Baleares [IdISBa], CIBERES, Palma de Mallorca)

Rosa Faner (Fundaci6 Clinic per la Recerca Biomédica, CIBERES,
Barcelona)

Laura I. Furlong (IMIM, Barcelona)

Marian Garcia (Consorci Hospitalari de Parc Tauli, Universitat
Autonoma de Barcelona, CIBERES, Sabadell)

Joaquim Gea (Hospital del Mar, IMIM, Universitat Pompeu Fabra,
CIBERES, Barcelona)

José G. Gonzalez-Garcia (Hospital del Mar, Barcelona)

Carmen Hernandez-Carcereny (Hospital Clinic, Universitat de
Barcelona, CIBERES, Barcelona)

José Luis Loépez-Campos (Hospital Universitario Virgen del
Rocio, Universidad de Sevilla, CIBERES)

Eduardo Marquez (Hospital Universitario Virgen del Rocio, Uni-
versidad de Sevilla, CIBERES)

Eduard Mons6 (Consorci Sanitari Parc Tauli, Universitat Auto-
noma de Barcelona, CIBERES, Sabadell)

Concepciéon Montén (Consorci Sanitari Parc Tauli, Universitat
Autonoma de Barcelona, CIBERES, Sabadell)

Miren Josune Ormaza (Consorci Sanitari Parc Tauli, Universitat
Autonoma de Barcelona, CIBERES, Sabadell)

Alexandre Palou (Hospital Son Espases, CIBERES, Palma de
Mallorca)

Sergi Pascual (Hospital del Mar, IMIM, Universitat Pompeu
Fabra, CIBERES, Barcelona)

German Peces-Barba (Fundacién Jiménez Diaz, Universidad
Auténoma de Madrid, CIBERES, Madrid)

Pau Puigdevall (Universitat Pompeu Fabra, Barcelona)

Ferran Sanz (IMIM, Universitat Pompeu Fabra, Barcelona)

Luis Seij6 (Fundacién Jiménez Diaz, Universidad Auténoma de
Madrid y Universidad de Navarra, CIBERES, Madrid)

Montserrat Tora (IMIM, Universidad Auténoma de Barcelona,
Barcelona)

Yolanda Torralba (Hospital Clinic, CIBERES, Barcelona)

Carles Vilaplana (Laboratorio de Referencia de Catalunya, El Prat
de Llobregat).

Bibliografia

1. Fletcher C, Peto R. The natural history of chronic airflow obstruction. Br Med J.
1977;1:1645-8.

2. Vogelmeier CF, Criner GJ, Martinez FJ, Anzueto A, Barnes PJ, Bourbeau ], et al.
Global strategy for the diagnosis, management, and prevention of chronic
obstructive lung disease 2017 Report: GOLD executive summary. Arch Bron-
coneumol. 2017;53:128-49.

3. Soriano JB, Lamprecht B. Chronic obstructive pulmonary disease: A worldwide
problem. Med Clin North Am. 2012;96:671-80.

4. Orozco-Levi M, Garcia-Aymerich ], Villar ], Ramirez-Sarmiento A, Ant6 JM, Gea
J. Wood smoke exposure and risk of chronic obstructive pulmonary disease. Eur
Respir J. 2006;27:542-6.

5. Agusti A, Faner R. Systemic inflammation and comorbidities in chronic obstruc-
tive pulmonary disease. Proc Am Thorac Soc. 2012;9:43-6.

6. Izquierdo JL. Comorbidities in chronic obstructive pulmonary disease. Arch
Bronconeumol. 2016;52:547-8.

7. Vestbo J. COPD: Definition and phenotypes. Clin Chest Med. 2014;35:1-6.

8. Plaza V, Alvarez F, Calle M, Casanova C, Cosio BG, Lopez-Vifia A, et al. Consen-
sus on the asthma-COPD overlap syndrome (ACOS) Between the Spanish COPD
guidelines (GesEPOC) and the Spanish guidelines on the management of asthma
(GEMA). Arch Bronconeumol. 2017;53:443-9.

9. Miravitlles M, Soler-Catalufia JJ, Calle M, Molina J, Almagro P, Quintano JA, et al.
Spanish Guidelines for Management of Chronic Obstructive Pulmonary Disease
(GesEPOC) 2017 Pharmacological Treatment of Stable Phase. Arch Bronconeu-
mol. 2017;53:324-35.

10. Garcia-Aymerich J, Gémez FP, Benet M, Farrero E, Basagafia X, Gayete A, et al.
Identification and prospective validation of clinically relevant chronic obstruc-
tive pulmonary disease (COPD) subtypes. Thorax. 2011;66:430-7.

11. Agusti A. Phenotypes and disease characterization in chronic obstructive pul-
monary disease. Toward the extinction of phenotypes? Ann Am Thorac Soc.
2013;10 Suppl:S125-30.

12. AgustiA, Edwards LD, Rennard SI, MacNee W, Tal-Singer R, Miller BE, et al. Persis-
tent systemic inflammation is associated with poor clinical outcomes in COPD:
A novel phenotype. PLoS One. 2012;7:e37483.

13. Agusti A, MacNee W. The COPD control panel: Towards personalised medicine
in COPD. Thorax. 2013;68:687-90.

14. Agusti A, Gea ], Faner R. Biomarkers, the control panel and personalized COPD
medicine. Respirology. 2016;21:24-33.

15. Stratification biomarkers in personalised medicine [consultado Mar
2018]. Disponible en: http://ec.europa.eu/research/health/pdf/biomarkers-
for-patient-stratification_en.pdf

16. NCI Dictionary of Cancer Terms [consultado Mar 2018]. Disponible en:
www.cancer.gov/dictionary?cdrid=45618

17. Celli BR, Locantore N, Yates ], Tal-Singer R, Miller BE, Bakke P, et al. Inflamma-
tory biomarkers improve clinical prediction of mortality in chronic obstructive
pulmonary disease. Am | Respir Crit Care Med. 2012;185:1065-72.

18. Pinto-Plata VM, Livnat G, Girish M, Cabral H, Masdin P, Linacre P, et al. Syste-
mic cytokines, clinical and physiological changes in patients hospitalized for
exacerbation of COPD. Chest. 2007;131:37-43.

19. ZinelluE, Zinellu A, Fois AG, Carru C, Pirina P. Circulating biomarkers of oxidative
stress in chronic obstructive pulmonary disease: A systematic review. Respir
Res. 2016;17:150.

20. Deja S, Porebska I, Kowal A, Zabek A, Barg W, Pawelczyk K, et al. Metabolomics
provide new insights on lung cancer staging and discrimination from chronic
obstructive pulmonary disease. ] Pharm Biomed Anal. 2014;100:369-80.

21. Verrills NM, Irwin JA, He XY, Wood LG, Powell H, Simpson JL, et al. Identification
of novel diagnostic biomarkers for asthma and chronic obstructive pulmonary
disease. Am ] Respir Crit Care Med. 2011;183:1633-43.

22. Loi ALT, Hoonhorst S, van Aalst C, Langereis J, Kamp V, Sluis-Eising S, et al. Pro-
teomic profiling of peripheral blood neutrophils identifies two inflammatory
phenotypes in stable COPD patients. Respir Res. 2017;18:100.

23. Leung JM, Chen V, Hollander Z, Dai D, Tebbutt S], Aaron SD, et al. COPD
exacerbation biomarkers validated using multiple reaction monitoring mass
spectrometry. PLoS One. 2016;11:e0161129.

24. Naz S, Kolmert ], Yang M, Reinke SN, Kamleh MA, Snowden S, et al. Metabolo-
mics analysis identifies sex-associated metabotypes of oxidative stress and the
autotaxin-lysoPA axis in COPD. Eur Respir J. 2017;49:1602322.

25. Rana GS, York TP, Edmiston ]S, Zedler BK, Pounds JG, Adkins JN, et al. Proteomic
biomarkers in plasma that differentiate rapid and slow decline in lung function
in adult cigarette smokers with COPD. Anal Bioanal Chem. 2010;397:1809-19.

26. Stolz D, Meyer A, Rakic ], Boeck L, Scherr A, Tamm M, et al. Mortality risk predic-
tion in COPD by a prognostic biomarker panel. Eur Respir J. 2014;44:1557-70.


http://dx.doi.org/10.1016/j.arbres.2018.07.026
http://ec.europa.eu/research/health/pdf/biomarkers-for-patient-stratification_en.pdf
http://ec.europa.eu/research/health/pdf/biomarkers-for-patient-stratification_en.pdf
http://www.cancer.gov/dictionary?cdrid=45618

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

J. Gea et al. / Arch Bronconeumol. 2019;55(2):93-99 99

Pinto-Plata V, Toso ], Lee K, Park D, Bilello J, Mullerova H, et al. Profiling serum
biomarkers in patients with COPD: Associations with clinical parameters. Tho-
rax. 2007;62:595-601.

Noell G, Cosio BG, Faner R, Mons6 E, Peces-Barba G, de Diego A, et al.
Multi-level differential network analysis of COPD exacerbations. Eur Respir J.
2017;50:1700075.

Grosdidier S, Ferrer A, Faner R, Pifiero ], Roca ], Cosio B, et al. Network medicine
analysis of COPD multimorbidities. Respir Res. 2014;15:111.

Rudzka DA, Clark W, Hedley A, Kalna G, Olson MF. Transcriptomic profiling
of human breast and melanoma cells selected by migration through narrow
constraints. Sci Data. 2017;4:170172.

Ashburner M, Lewis S. On ontologies for biologists: The Gene Ontology-
untangling the web. Novartis Found Symp. 2002;247:66-80.

Robinson PN, Mundlos S. The human phenotype ontology. Clin Genet.
2010;77:525-34.

Anapindi KDB, Romanova EV, Southey BR, Sweedler JV. Peptide identifications
and false discovery rates using different mass spectrometry platforms. Talanta.
2018;182:456-63.

34,

35.

36.

37.

38.

Subirana, Fit6 M, Diaz O, Vila ], Francés A, DelponE, et al. Prediction of coronary
disease incidence by biomarkers of inflammation, oxidation, and metabolism.
Sci Rep. 2018;8:3191.

Li Y, Chen M, Liu C, Xia Y, Xu B, Hu Y, et al. Metabolic changes associated with
papillary thyroid carcinoma: A nuclear magnetic resonance-based metabolo-
mics study. Int ] Mol Med. 2018;41:3006-14.

Gea J, Pascual S, Casals F, Casadevall C, Castro-Acosta A, Cérdoba R, et al. Gene
expression profile in the blood of COPD patients. Am ] Respir Crit Care Med.
2017;195:A6936.

Pascual S, Puigdevall P, Gonzalez-Garcia ]G, Castro-Acosta A, Cérdoba R, Torralba
Y, et al. Transcriptome of fragile and non-fragile COPD patients: Beyond clinical
parameters? Chest. 2018 (abstract, en prensa).

Gea ], Castelo R, Pascual S, Casadevall C, Castro-Acosta A, Cérdoba R, et al. Endo-
tipo eosinofilico de la EPOC: Perfil diferencial de expresién genética en sangre.
Arch Bronconeumol. 2018;54(sup C1):157-8.



	Proyecto de biomarcadores y perfiles clínicos personalizados en la enfermedad pulmonar obstructiva crónica (proyecto BIOME...
	Introducción
	Método
	Diseño, población y variables clínicas
	Aspectos éticos
	Datos clínicos
	Análisis de biomarcadores
	Procesamiento y análisis de las muestras sanguíneas
	Análisis de datos y procesamiento estadístico

	Descripción de la población
	Financiación
	Conflicto de intereses
	Anexo Material adicional
	Appendix C Anexo. Autores
	Bibliografía


