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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. ASMA 

1.1.1. Definición 

El término asma proviene del latín asthma, que deriva del griego ἆσθμα y 

significa “jadeo, sofoco respiratorio”. Se conocen referencias históricas en las diferentes 

culturas, percibiendo cómo el concepto de asma ha ido evolucionando con el tiempo. 

Las primeras evidencias se atribuyen a Homero (s. VIII a.C.) y más tarde, en la medicina 

hipocrática, se utilizaba para describir un episodio agudo de falta de aire, 

considerándose más bien como un síntoma y no como una enfermedad. Se cree que fue 

Galeno (s.II d.C.) el que la define por primera vez como una enfermedad caracterizada 

por dificultad respiratoria (1). 

Hoy en día, se considera que el asma no es una única entidad, sino un síndrome 

heterogéneo que puede presentar diversos fenotipos con manifestaciones clínicas 

similares, pero de etiologías probablemente diferentes (2), resultado de la interacción 

entre factores genéticos y ambientales. Sus principales síntomas respiratorios son tos, 

sibilancias, disnea y opresión torácica, que varían entre los pacientes y a lo largo del 

tiempo (3). 

Debido a su complejidad, no existe una definición precisa de asma, pero en la 

actualidad se han elaborado guías y documentos de consenso que reúnen los conceptos 

clave que la caracterizan. La Guía Española para el Manejo del Asma (GEMA) la define 

como “una enfermedad inflamatoria crónica de las vías respiratorias, donde participan 

distintas células y mediadores de la inflamación, condicionada en parte por factores 

genéticos, que cursa con hiperrespuesta bronquial y una obstrucción variable al flujo 

aéreo, total o parcialmente reversible, ya sea por la acción medicamentosa o 

espontáneamente” (2). 
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1.1.2. Epidemiología 

El asma es la enfermedad respiratoria crónica con mayor prevalencia en el 

mundo, afectando a más de 300 millones de personas de todas las edades, según los 

datos actualizados en el estudio epidemiológico Global Burden of Disease (GBD) (4). Esta 

enfermedad está presente en todos los países, pero su distribución no es homogénea y 

la prevalencia oscila entre el 0,2-21 % en las distintas zonas geográficas (5), hallándose 

las cifras más bajas en Asia, México o el este de Europa y las cifras más altas en Australia, 

Brasil o el norte de Europa (Figura 1). En España se estima que la prevalencia del asma 

en la población se sitúa entre el 3-7 %, aunque también existe variabilidad en función de 

la localización geográfica. Por lo general, la prevalencia es mayor en las zonas de costa 

y en las islas respecto a las zonas de interior (6,7). 

Hay que destacar que la prevalencia del asma ha sufrido un aumento progresivo 

en las últimas dos décadas, posiblemente en relación con cambios ambientales y con el 

estilo de vida, sobre todo en países occidentales y en creciente industrialización. Este 

aumento afecta principalmente a personas de mediana edad y a mujeres, y puede 

explicarse debido al incremento del asma alérgica y la estabilización del asma no 

alérgica (8). Debido a la previsión del aumento de la población urbana a un 45-59 % para 

Figura 1. Mapa mundial de la prevalencia del asma. Tomada de (5). 
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el año 2025, se estima que el número de personas con asma podría incrementarse a 

400 millones (9).  

El asma supone un importante problema sociosanitario y económico con un gran 

impacto en la calidad de vida de los pacientes. En 2019, la carga de enfermedad por 

asma a nivel mundial supuso la pérdida de 21 millones de años de vida ajustados por 

discapacidad (AVAD) (4). En cuanto a la carga económica, los costes directos se 

relacionan con el consumo de recursos sanitarios, incluyendo los gastos de 

hospitalización, las pruebas diagnósticas y los tratamientos farmacológicos, mientras 

que los costes indirectos se relacionan principalmente con el absentismo laboral (10). 

En España, el coste anual medio por paciente asmático es de 1533 euros y aumenta en 

función de la gravedad, estimándose un coste anual global para el Sistema Nacional de 

Salud de 1480 millones de euros, según el estudio AsmaCost (11). Además, el 70 % de 

los pacientes presenta un inadecuado control de la enfermedad, lo que implica un 

incremento añadido en el coste asociado al asma (12). 

En la actualidad, la mortalidad asociada al asma a nivel mundial es inferior al 1 %, 

registrándose más de 400 000 muertes anuales según los datos reflejados en GBD 2019 

(4). En cuanto a las tasas de mortalidad, se observan diferencias geográficas importantes 

relacionadas con la accesibilidad a medicamentos para el control de la enfermedad en 

los diferentes países (9). En este sentido, se ha demostrado que los programas de mejora 

del control del asma han conseguido reducir la mortalidad asociada en aquellos países 

en los que han sido implantados (10). En España se registraron 993 fallecimientos por 

asma en el año 2019, según el Instituto Nacional de Estadística (13). 

1.1.3. Etiología 

Por el momento, se desconocen las causas responsables de la enfermedad 

asmática. La susceptibilidad individual a presentar la enfermedad es el resultado de una 

compleja interacción entre factores genéticos y ambientales. En este sentido, es 

importante diferenciar entre factores de riesgo para el desarrollo del asma y factores 

que desencadenan los síntomas característicos de la enfermedad. 
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a) Factores de riesgo 

Los factores relacionados con la aparición del asma que presentan un mayor 

grado de asociación son los factores propios del huésped, como el sexo, la obesidad, la 

atopia, la rinitis o el componente genético, y los factores perinatales, como la 

prematuridad o la exposición al tabaco durante la gestación. También existen factores 

ambientales, que son muy variables y pueden intervenir en cualquier edad, como los 

aeroalérgenos, las infecciones respiratorias y el tabaquismo (2). Algunos de estos 

factores se detallan a continuación. 

Sexo 

La prevalencia del asma durante la infancia es mayor en los niños que en las 

niñas, pero durante la adolescencia este patrón se modifica y se vuelve similar entre 

ambos sexos. Sin embargo, la prevalencia del asma en adultos es superior en las mujeres 

que en los hombres. Este hallazgo podría estar relacionado con las diferencias existentes 

en la estructura anatómica de las vías respiratorias entra ambos sexos y, 

probablemente, también con el papel que juegan las hormonas sexuales, como los 

estrógenos, en la respuesta inflamatoria (14). 

Obesidad 

La obesidad se ha asociado con la enfermedad asmática, aunque el mecanismo 

que relaciona ambos procesos es complejo. Se ha sugerido que ciertas moléculas 

mediadoras que se encuentran elevadas en la obesidad podrían afectar a las vías 

respiratorias y aumentar la probabilidad de desarrollar asma. Entre ellas destaca la 

leptina, que además presenta homología estructural con citocinas como la IL-6 (15). 

Atopia 

Hoy en día se considera que la atopia es uno de los principales factores de riesgo 

para el desarrollo del asma (16), relacionándose con la predisposición de base genética 

a desarrollar una respuesta mediada por anticuerpos IgE frente a antígenos ambientales. 

Las principales enfermedades atópicas son la alergia alimentaria, la dermatitis atópica, 

el asma alérgica y la rinoconjuntivitis alérgica (17). Asimismo, se denomina marcha 
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atópica a la sucesión de varias de estas enfermedades de manera cronológica en la edad 

pediátrica, desde la dermatitis atópica o la alergia alimentaria en lactantes hasta el asma 

alérgica en niños más mayores. De esta manera, se podría hacer seguimiento e 

identificar precozmente a niños que podrían desarrollar asma (18). 

Rinitis 

La rinitis se caracteriza por ser un proceso inflamatorio de la mucosa nasal que 

puede afectar también a los senos paranasales, denominándose rinosinusitis. Múltiples 

estudios han demostrado la asociación entre rinitis y asma, indicando que la prevalencia 

del asma en pacientes con rinitis es más elevada que en la población general (19,20). 

Tanto la rinitis alérgica como la no alérgica suponen un factor de riesgo para el desarrollo 

del asma. Además, existe una relación temporal entre ambas patologías, precediendo 

generalmente la rinitis al desarrollo del asma (21,22). 

La poliposis nasosinusal es un subtipo de rinosinusitis crónica en la que se 

observa la formación de pólipos que cubren las fosas nasales. La presencia de poliposis 

nasosinusal supone un factor de riesgo para el desarrollo del asma y se asocia también 

con una mayor gravedad y peor control de la enfermedad (23,24). Aquellos pacientes 

que presentan conjuntamente poliposis nasosinusal, asma grave e hipersensibilidad a la 

aspirina y a otros antiinflamatorios no esteroideos (AINE) se caracterizan por una 

condición clínica crónica más grave, denominada enfermedad respiratoria exacerbada 

por los AINE (EREA), tríada de Samter o enfermedad de Widal (25). 

Genética 

Además de contribuir al desarrollo del asma, los factores genéticos pueden 

modular la respuesta frente a otros factores de riesgo o intervenir sobre la acción de 

factores desencadenantes. Existen multitud de genes que han sido asociados a esta 

enfermedad, destacando la existencia de diversidad en función del grupo étnico. La 

complejidad del componente hereditario del asma se detallará más adelante. 
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Factores maternos 

Durante la gestación se genera un ambiente inmunológico protector para el feto, 

protegiéndolo del rechazo mediante la acción de citocinas de linfocitos T colaboradores 

de tipo 2 (Th2) y de linfocitos T reguladores (Treg), que inhiben la respuesta materna de 

tipo Th1. Por lo tanto, un desequilibrio acentuado hacia la producción de citocinas 

inhibidoras de la respuesta Th1 podría desempeñar un papel importante en la posterior 

aparición de alergia o asma (26). Además, durante la gestación debe evitarse la 

realización de actividades que puedan perjudicar el desarrollo pulmonar del feto, como 

fumar, una mala alimentación o el estrés. 

b) Factores desencadenantes 

La exposición a estos factores origina la aparición de los síntomas asmáticos y 

puede llegar a causar una exacerbación del asma, por lo que es importante identificarlos 

y evitarlos para un mejor control de la enfermedad. Entre ellos destacan principalmente 

factores ambientales, como los atmosféricos, los domésticos o los agentes infecciosos. 

No obstante, existe un solapamiento entre algunos factores ambientales considerados 

de riesgo para el desarrollo del asma además de ser desencadenantes de síntomas; por 

ejemplo, los aeroalérgenos o el tabaquismo. Asimismo, existen factores laborales como 

los metales o los cosméticos y factores sistémicos como los fármacos o los alimentos (2). 

Algunos de estos factores se detallan a continuación. 

Aeroalérgenos 

Uno de los factores desencadenantes más importantes en el asma es la 

exposición a aeroalérgenos, ya que se ha demostrado que tienen un papel relevante en 

el desarrollo del proceso inflamatorio (27). Se clasifican en alérgenos de interior, como 

los ácaros, epitelios y algunos hongos, y alérgenos de exterior, como pólenes y hongos. 

La importancia de éstos dependerá del grado de exposición de cada individuo en función 

de la zona geográfica, las condiciones de vida o la presencia de animales en el domicilio. 

En este sentido, los síntomas del asma pueden ser estacionales si están relacionados con 

alérgenos de exterior y las épocas de polinización, si bien predomina el asma con 

síntomas perennes debido a los alérgenos de interior (28). 
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Contaminación ambiental 

Los estudios epidemiológicos sugieren que la contaminación ambiental empeora 

la función pulmonar de los pacientes y se relaciona con exacerbaciones asmáticas. Los 

contaminantes ambientales contribuyen a un aumento en la respuesta inflamatoria de 

las vías respiratorias y en la sensibilidad a los aeroalérgenos. Esto se ha observado 

principalmente en zonas urbanas, caracterizadas por mostrar niveles elevados de 

contaminantes como el dióxido de nitrógeno, el ozono y las partículas derivadas de la 

combustión de carburantes (29,30). 

Tabaquismo 

El humo del tabaco es un agente irritante que podría aumentar el riesgo de 

padecer enfermedades de las vías respiratorias. En cuanto a su papel como 

desencadenante, se ha comprobado que los pacientes asmáticos fumadores presentan 

síntomas más graves, mayor morbilidad y un peor control de la enfermedad que los 

pacientes no fumadores (31). Esto podría relacionarse con la alteración en la inflamación 

producida en las vías respiratorias de los fumadores asmáticos, aumentado la 

producción de moco y la disnea (32). Además, en algunos estudios se ha observado 

también una intensa disminución de la función pulmonar en estos pacientes. Por otro 

lado, el consumo de tabaco podría reducir la efectividad de los glucocorticoides en el 

tratamiento del asma (31). 

Infecciones 

Las infecciones víricas de las vías respiratorias, causadas principalmente por 

rinovirus y virus respiratorio sincitial, han sido relacionadas con la aparición del asma en 

las primeras etapas de la vida y con el empeoramiento del control de la enfermedad en 

pacientes asmáticos. También se ha relacionado el aumento de exacerbaciones 

asmáticas con infecciones causadas por bacterias, como Mycoplasma pneumoniae y 

Chlamydia pneumoniae (30,33). No obstante, varios estudios sugieren que la exposición 

a ciertos agentes infecciosos en la infancia podría tener un papel protector frente al 

desarrollo de sensibilizaciones alérgicas. Esto se relaciona con la “hipótesis de la higiene” 

defendida por algunos autores y que aún se está investigando, según la cual los hábitos 
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higiénicos de las sociedades occidentalizadas han provocado un aumento en la 

prevalencia del asma en estas zonas geográficas (34). 

1.1.4. Patogenia 

La presencia de inflamación en las vías respiratorias, común en los pacientes 

asmáticos, es un fenómeno que provoca una serie de cambios fisiopatológicos 

característicos de la enfermedad. El principal componente patológico del asma es la 

obstrucción al flujo aéreo, producida tanto por la inflamación de la pared de los 

bronquios como por la contracción del músculo liso a causa de la hiperreactividad 

bronquial. Además, la progresión de la inflamación origina una remodelación en las vías 

respiratorias, que en algunos casos tiene como resultado una obstrucción más o menos 

irreversible del flujo aéreo. 

a) Inflamación de las vías respiratorias 

A pesar de que el asma es una enfermedad con un amplio espectro clínico, la 

presencia de inflamación en las vías respiratorias es una característica patológica común 

en todos los pacientes, independientemente de si hay un desencadenante alérgico o no. 

Esta inflamación se observa de forma persistente, incluso cuando los síntomas son 

episódicos. Los efectos más destacados se observan en la zona intermedia del árbol 

bronquial, aunque afecta a toda la vía respiratoria incluyendo la mucosa nasal. Sin 

embargo, no se ha establecido una relación consistente entre la intensidad de la 

inflamación y la gravedad del asma (35). 

El patrón inflamatorio característico en la mayoría de los pacientes asmáticos 

incluye un aumento de linfocitos Th2, células dendríticas, mastocitos, eosinófilos, 

neutrófilos y células linfoides innatas de tipo 2 (ILC2). Estas células efectoras 

interaccionan entre ellas y producen numerosas moléculas mediadoras de la 

inflamación, que causan los síntomas característicos de la enfermedad. Además, las 

células estructurales de las vías respiratorias, como las células epiteliales o las del 

músculo liso, también liberan mediadores que van a potenciar la respuesta 

inflamatoria (36). 
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Linfocitos T 

Los linfocitos T son responsables de la coordinación de la respuesta inflamatoria 

en el asma (Figura 2), fundamentalmente a través de la liberación de citocinas por 

los linfocitos Th2, como las interleucinas IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13 (37). Estas citocinas 

son responsables del reclutamiento de eosinófilos y mastocitos en las vías respiratorias 

y de la inducción de la producción de IgE por las células B activadas. Concretamente, la 

IL-4 está implicada en la diferenciación de células Th2 y el cambio de isotipo hacia IgE, 

la IL-5 participa en la proliferación y supervivencia de los eosinófilos, la IL-9 interviene 

en la activación de mastocitos y la IL-13 se relaciona con la síntesis de IgE, la 

hiperreactividad bronquial y la hipersecreción de moco (38).  

Cabe destacar que se ha descrito la existencia de un desequilibrio en la relación 

Th1/Th2, con desviación hacia la respuesta tipo T2 en pacientes asmáticos. Esto podría 

estar relacionado con una reducción en la actividad de los linfocitos Treg, que producen 

citocinas antiinflamatorias como la IL-10 y el factor de crecimiento transformante 

Figura 2. Papel de los diferentes tipos de linfocitos T en la respuesta inflamatoria presente en el asma 

alérgica. Adaptada de (38). 
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beta (TGF-β), siendo las responsables del correcto equilibrio entre ambas 

respuestas  (39). 

Aunque las células y citocinas Th2 son las más estudiadas en la fisiopatología del 

asma, también intervienen en ella otros tipos celulares, como los linfocitos Th17, que 

producen IL-17 e IL-22 y se relacionan con un patrón de inflamación más neutrofílico, 

principalmente en el asma grave (40). 

Células dendríticas 

Son células presentadoras de antígenos que se localizan en el epitelio de las vías 

respiratorias. Su función es fundamental para el inicio y mantenimiento de la respuesta 

inducida por alérgenos, ya que van a promover la activación de los linfocitos Th. Además, 

son capaces de potenciar la desviación hacia la respuesta tipo T2, mediante la inhibición 

de la producción de IL-12 (41). 

Mastocitos 

Estas células desempeñan un papel esencial en la fase temprana del proceso 

inflamatorio, siendo responsables de iniciar la respuesta broncoconstrictora frente a los 

alérgenos o el resto de estímulos desencadenantes. La activación de los mastocitos se 

produce principalmente a través de receptores de alta afinidad para IgE (FcεRI). Tras su 

desgranulación, se produce la liberación de mediadores inflamatorios como 

prostaglandina D2, leucotrienos e histamina, que provocan broncoconstricción, 

hipersecreción mucosa y aumento de la permeabilidad vascular. Además, también 

liberan citocinas proinflamatorias como IL-4, IL-5 e IL-13 (42). 

Basófilos 

A diferencia de los mastocitos, que se diferencian y maduran en los tejidos, los 

basófilos maduros se localizan en sangre periférica, donde constituyen menos del 1 % 

de los leucocitos circulantes. En procesos inflamatorios, se produce su extravasación a 

los tejidos, donde liberan rápidamente grandes cantidades de citocinas IL-4 e IL-13. 

Además, expresan en su superficie diferentes receptores para citocinas que favorecen 

su activación, como la IL-3, IL-5 y el factor estimulante de colonias de granulocitos y 
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macrófagos (GM-CSF). Puesto que también poseen receptores FcεRI, tras su 

desgranulación, se produce la liberación de mediadores inflamatorios comunes, en 

parte, a los mastocitos (43). 

Eosinófilos 

La mayoría de los fenotipos del asma se asocian, en mayor o menor medida, con 

un aumento del recuento de eosinófilos, tanto en el epitelio bronquial como en la sangre 

periférica y la médula ósea de los pacientes. En varios estudios se ha relacionado el nivel 

de eosinofilia con la gravedad clínica de la enfermedad y la frecuencia de 

exacerbaciones (44,45).  

La infiltración por eosinófilos de las vías respiratorias es una característica del 

asma relacionada, entre otras cosas, con la inflamación alérgica. Esta extravasación 

hacia los tejidos se ve favorecida por interacciones selectivas que suceden entre las 

moléculas de adhesión celular vasculares (VCAM-1) expresadas por el endotelio y las 

integrinas VLA-4 de la superficie de los eosinófilos (46). Una vez en el tejido, los 

eosinófilos liberan gran cantidad de mediadores que almacenan en sus gránulos 

citoplasmáticos (Figura 3), tales como citocinas proinflamatorias, proteínas catiónicas, 

quimiocinas, factores de crecimiento, radicales libres y enzimas, que promueven la 

hiperreactividad bronquial y la remodelación de las vías respiratorias características del 

asma (47). 

Asimismo, los eosinófilos poseen una amplia variedad de receptores de 

superficie para ligandos que favorecen su activación, desgranulación, adhesión, 

quimiotaxis, liberación de mediadores e interacción con otros tipos celulares (Figura 3). 

Entre éstos se encuentran receptores de moléculas de adhesión, receptores de citocinas 

y factores de crecimiento, receptores de quimiocinas y receptores de mediadores 

lipídicos (48). Uno de los principales receptores que define la biología única del 

eosinófilo y su implicación en la fisiopatología del asma es el receptor de la IL-5 (IL-5R) 

(49), que será desarrollado en profundidad más adelante. 



Introducción 

38 
 

Neutrófilos 

Los neutrófilos desempeñan un papel esencial en la inmunidad innata, siendo las 

primeras células circulantes que migran hacia el lugar de la inflamación (50). Este 

fenómeno de migración se debe al potente efecto quimioatrayente ejercido por la IL-8 

y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) (51,52). Tras la infiltración de las vías 

respiratorias se produce la desgranulación de los neutrófilos y, por tanto, la liberación 

de mediadores que inician y amplifican la respuesta inflamatoria, además de contribuir 

al desarrollo de la respuesta inmunitaria adquirida. Entre estas moléculas se incluyen 

citocinas, defensinas, mediadores lipídicos, especies reactivas del oxígeno y proteasas, 

incluyendo elastasa y metaloproteinasas de la matriz (MMP), que promueven la 

remodelación de las vías respiratorias (51,53). 

Figura 3. Características celulares de los eosinófilos. ECP: proteína catiónica eosinofílica; EDN: 

neurotoxina derivada del eosinófilo; EGF: factor de crecimiento epidérmico; EPO: peroxidasa eosinofílica; 

GM-CSF: factor estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos; IFN: interferón; IL: interleucina; 

MBP: proteína mayor básica; PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas; TGF: factor de 

crecimiento transformante; TNF: factor de necrosis tumoral; VEGF: factor de crecimiento endotelial 

vascular. Adaptada de (49). 
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Células linfoides innatas de tipo 2 

Las ILC2 se localizan en la mucosa de las vías respiratorias y juegan un papel 

importante en la inflamación tipo T2 en la enfermedad asmática (Figura 4). Su 

proliferación y actividad están reguladas por la producción de alarminas, IL-25 e IL-33, 

por las células del epitelio bronquial, así como por mediadores lipídicos como la 

prostaglandina D2 liberada por los mastocitos. Tras su activación, tanto ante estímulos 

alergénicos como no alergénicos, las ILC2 secretan grandes cantidades de citocinas 

proinflamatorias como IL-5, IL-9 e IL-13, favoreciendo la activación de eosinófilos y 

mastocitos, la hiperreactividad bronquial, la remodelación y la producción de moco en 

las vías respiratorias (54). 

Figura 4. Papel de las ILC2 en la respuesta inflamatoria presente en el asma. Adaptada de (55). 
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Células epiteliales 

Además de su función como barrera físicoquímica, las células estructurales de 

las vías respiratorias ejercen un papel importante en la fisiopatología del asma al 

participar activamente en el proceso inflamatorio. Así, ante la presencia de factores 

externos, estas células van a producir alarminas como la linfopoyetina del estroma 

tímico (TSLP), IL-25 e IL-33, que inducen el reclutamiento de células inflamatorias y el 

mantenimiento de la inflamación (55). También intervienen en la producción de óxido 

nítrico (NO) a través de la enzima óxido nítrico sintasa inducible, que es activada por la 

acción de citocinas proinflamatorias (56).  

b) Remodelación de las vías respiratorias 

Como consecuencia de la respuesta inflamatoria, los pacientes asmáticos 

frecuentemente presentan cambios estructurales que afectan a diferentes niveles del 

tejido, denominados en conjunto, remodelación de las vías respiratorias. En este 

proceso intervienen diferentes citocinas, factores de crecimiento y moléculas de 

adhesión que interaccionan con componentes de las vías respiratorias. No obstante, el 

proceso de remodelado puede ser secundario a una respuesta reparadora ante la 

inflamación crónica o aparecer independientemente al proceso inflamatorio (57). 

Entre las alteraciones más comunes cabe destacar la pérdida de integridad del 

epitelio respiratorio debida a la apoptosis celular, la fibrosis subepitelial causada por la 

acumulación anormal de colágeno, la angiogénesis en el tejido bronquial, que favorece 

la aparición de edema, la hiperplasia e hipertrofia del músculo liso bronquial, así como 

la hiperplasia de las células caliciformes y la hipertrofia de las glándulas mucosas, que 

originan un aumento en la secreción mucosa. Todo ello conduce a una pérdida 

progresiva de la función pulmonar y puede desencadenar la obstrucción al flujo aéreo. 

Además, algunos de estos fenómenos se relacionan con la gravedad del asma (58). 

c) Hiperreactividad bronquial 

La hiperreactividad bronquial es una característica universal de la fisiopatología 

del asma, aunque no es exclusiva de esta enfermedad. Se produce debido a un aumento 
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de la sensibilidad de las vías respiratorias ante estímulos broncoconstrictores, que son 

inocuos en individuos sin asma (59). Esto conlleva al estrechamiento del calibre 

bronquial, la aparición de síntomas intermitentes y un aumento de la resistencia al flujo 

aéreo en los pacientes asmáticos.  

Este fenómeno se relaciona con el proceso de inflamación y con los cambios 

estructurales de las vías respiratorias. Asimismo, el grado de hiperreactividad se 

correlaciona parcialmente con la gravedad clínica de la enfermedad y con marcadores 

de inflamación (60). 

d) Obstrucción al flujo aéreo 

Debido a los mecanismos fisiopatológicos comentados, relacionados con la 

inflamación de las vías respiratorias, se produce como consecuencia final la obstrucción 

al flujo aéreo característica del asma y responsable de la mayoría de sus síntomas. 

Generalmente este fenómeno es reversible, de forma espontánea o mediante 

tratamiento, pero en algunos pacientes con asma persistente existe un componente de 

obstrucción irreversible (61). 

1.1.5. Diagnóstico 

El diagnóstico del asma se basa fundamentalmente en aspectos clínicos y 

funcionales. Puesto que existen otras patologías respiratorias que pueden cursar con 

síntomas similares, es necesario realizar una valoración conjunta de toda la información 

obtenida para una mayor eficacia diagnóstica. 

a) Diagnóstico clínico 

El diagnóstico del asma se inicia con una sospecha clínica ante síntomas y signos 

característicos de la enfermedad, como sibilancias, tos, opresión torácica y disnea, que 

suelen presentarse de forma intermitente y con intensidad variable. Junto a la 

exploración física, en la anamnesis del paciente se deben recoger otros datos como el 

inicio de los síntomas, si el predominio es nocturno o diurno, si existe variabilidad 
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estacional, posibles desencadenantes o antecedentes familiares y personales de asma o 

atopia (62,63). Es importante tener en cuenta que una exploración física normal no 

descarta el diagnóstico del asma.  

Debido a que ninguno de estos síntomas es patognomónico del asma (64), el 

diagnóstico clínico necesita apoyarse en pruebas diagnósticas, como las pruebas de 

función pulmonar, para demostrar objetivamente una alteración funcional 

correspondiente con la enfermedad.  

b) Diagnóstico funcional 

La espirometría es una prueba fisiológica que mide el flujo y volumen de aire en 

los pulmones en función del tiempo y es la prueba de primera elección para el 

diagnóstico del asma (2). Los parámetros espirométricos se interpretan a partir de las 

curvas volumen-tiempo y flujo-volumen (Figura 5), y son los siguientes: 

- Capacidad vital forzada (FVC): volumen máximo de aire exhalado en una 

espiración forzada tras una inspiración máxima. Se expresa en ml o como 

porcentaje sobre los valores teóricos. 

- Volumen espiratorio forzado en el primer segundo (FEV1): volumen máximo 

de aire exhalado en el primer segundo de una espiración forzada. Representa 

un flujo de aire y se expresa en ml/s o como porcentaje sobre los valores 

teóricos. 

- Cociente FEV1/FVC: porcentaje del volumen total de aire exhalado en el 

primer segundo de una espiración forzada. Se expresa en porcentaje. 

- Flujo espiratorio máximo (PEF): volumen máximo de aire que puede exhalarse 

por segundo en una espiración forzada. Se expresa en ml/s o como porcentaje 

sobre los valores teóricos. 

Los valores de referencia se deben adaptar a los datos antropométricos del 

paciente, como son la edad, el sexo, la altura y la raza. 
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Se considera que existe obstrucción cuando el cociente FEV1/FVC está por debajo 

del límite inferior de los valores de referencia, generalmente situado en un 70 %. 

No obstante, este límite puede generar una sobreestimación de la presencia de 

obstrucción en personas de edad elevada o una infraestimación en personas 

jóvenes (65). Una alternativa a este problema es el uso del límite inferior de la 

normalidad, que actualmente se está incorporando en los espirómetros (66). Además, 

la disminución del FEV1 apoya la presencia de obstrucción, ayuda a establecer su 

gravedad e indica un riesgo mayor de exacerbaciones (67). 

Ante la presencia de un patrón obstructivo será necesario realizar una prueba de 

broncodilatación para valorar si la obstrucción es reversible. Esta prueba consiste en 

medir la función pulmonar en condiciones basales y tras la aplicación de un 

broncodilatador. Se considera que la prueba es positiva cuando se produce una mejoría 

del FEV1 ≥ 200 ml y ≥ 12 % respecto al valor basal (65). La obstrucción reversible es 

característica del asma, pero no está presente en todos los pacientes.  

La variabilidad de la función pulmonar a lo largo del tiempo es un parámetro 

esencial para el diagnóstico y control del asma. El índice más empleado es la variabilidad 

del PEF respecto a la media registrada durante dos semanas de mediciones seriadas 

antes de tomar la medicación (68). Una variabilidad del PEF > 20 % apoya el diagnóstico 

del asma (2). 

Figura 5. A) Curva volumen-tiempo. B) Curva flujo-volumen. Tomada de (66). 
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En aquellos pacientes con una espirometría normal en los que la sospecha de 

asma persiste, puede ser de ayuda el análisis de la hiperreactividad bronquial. Para ello, 

se utilizan pruebas de provocación bronquial con agentes broncoconstrictores como la 

metacolina, empleando una concentración que provoque la reducción del FEV1 un 20 % 

(PC20metacolina). Esta prueba tiene una elevada sensibilidad, una especificidad limitada 

y un alto valor predictivo negativo, por lo que no resulta muy útil para confirmar el 

diagnóstico del asma, pero sí para descartarlo (69,70). 

Por último, como complemento a las pruebas funcionales, la medición de la 

fracción exhalada de óxido nítrico (FeNO) es útil para analizar el nivel de inflamación 

bronquial de las vías respiratorias, siendo un procedimiento no invasivo y 

estandarizado (71). El punto de corte diagnóstico recomendado recientemente se ha 

establecido en 40 ppb en adultos que no estén tomando glucocorticoides (2). Sin 

embargo, valores normales de FeNO no excluyen el diagnóstico del asma, especialmente 

en personas no atópicas, además de que también está implicado en otras 

patologías (72). 

c) Diagnóstico etiológico 

Es necesario intentar identificar la causa del asma. En este sentido, la posible 

base alérgica de la enfermedad se estudia a través de pruebas cutáneas 

intraepidérmicas con una batería estandarizada de aeroalérgenos adaptada a la zona 

geográfica. Estas pruebas presentan una elevada sensibilidad y bajo coste, por lo que 

son el método de elección a pesar de que pueden presentar interferencias. Asimismo, 

se pueden determinar los niveles de IgE total y de IgE específica (incluyendo el 

diagnóstico por componentes) frente a alguno de los alérgenos, prueba que tiene mayor 

especificidad y coste. Tanto las pruebas cutáneas como los niveles de IgE determinan la 

existencia de sensibilización frente a alérgenos y se suelen emplear 

complementariamente, pero es necesario evaluar el grado de relevancia clínica ante un 

resultado positivo (73,74). 



Introducción 
 

45 
 

1.1.6. Clasificación 

El asma es un síndrome heterogéneo que resulta de complejas interacciones 

entre factores genéticos y ambientales. Esta diversidad de interacciones da lugar a la 

variabilidad observada en los pacientes asmáticos en lo que respecta a edad de 

comienzo, presentación clínica, perfil inflamatorio y respuesta al tratamiento (64). 

Debido a esto, múltiples estudios han sugerido la clasificación de los pacientes asmáticos 

según determinadas características demográficas, fisiopatológicas o clínicas, 

caracterizando así diferentes fenotipos de la enfermedad asmática (75–78).  

Los fenotipos del asma se pueden agrupar en tres grandes categorías, según 

criterios clínicos o fisiológicos, criterios relacionados con factores desencadenantes o 

criterios inflamatorios (Tabla 1). Hay que tener en cuenta que puede existir 

solapamiento entre las distintas categorías y que, además, un mismo paciente puede 

pasar de un fenotipo a otro en función de interacciones con el entorno (75). 

Tabla 1. Clasificación de los fenotipos del asma en categorías. Tomada de (2). 

Categorías Fenotipos 

Criterios clínicos o fisiológicos 

Asma grave 
Asma con exacerbaciones graves 
Asma refractaria al tratamiento 
Asma de inicio precoz 
Asma de inicio tardío 
Asma con limitación fija al flujo aéreo 
Asma y obesidad 

Criterios relacionados con factores 
desencadenantes 

Asma alérgica 
Asma inducida por AINE 
Asma inducida por menstruación 
Asma inducida por ejercicio 

Criterios inflamatorios 
Asma eosinofílica 
Asma neutrofílica 
Asma paucigranulocítica 

AINE: antinflamatorios no esteroideos. 

No obstante, en la actualidad no existen pruebas concluyentes para recomendar 

diferencias en el tratamiento del asma basadas en la presencia de los distintos fenotipos. 

Aunque es posible que se tienda a una caracterización fenotípica en todos los niveles de 

gravedad del asma, únicamente se considera que en el asma grave no controlada la 
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caracterización de fenotipos puede ser de ayuda para orientar hacia tratamientos 

específicos (79). 

Por otro lado, debido a que los fenotipos describen características observables 

en los pacientes, pero no aportan información sobre la etiología del asma, se propuso la 

utilización del término endotipo para hablar de un subtipo de la enfermedad en el que 

se identifica un mecanismo fisiopatológico común (80). En este sentido, comprender la 

fisiopatología subyacente en cada endotipo es fundamental para intentar dirigir y 

optimizar el tratamiento de los pacientes (81). 

a) Patrón inflamatorio 

Tradicionalmente se ha considerado que el asma presenta un patrón 

inflamatorio T2, fuertemente asociado a la presencia de atopia y eosinofilia. Sin 

embargo, existe heterogeneidad en cuanto a los mecanismos moleculares subyacentes 

en esta patología. A partir del análisis molecular realizado por Woodruff et al. (82) en 

pacientes asmáticos, se identificó por primera vez el perfil de expresión génica asociado 

a diferentes subgrupos, denominados “Th2 alto” y “Th2 bajo”, observándose diferencias 

entre ambos, principalmente, en relación con la respuesta a los glucocorticoides. 

Asma T2 

El patrón inflamatorio T2 es el predominante y más estudiado en el asma, 

caracterizándose por la presencia de citocinas Th2 como IL-4, IL-5 e IL-13, niveles 

elevados de FeNO y eosinofilia en sangre y esputo, siendo estos sus biomarcadores 

clásicos. En muchas ocasiones se acompaña de atopia, con incremento de IgE total y 

específica (82,83). Asimismo, se ha demostrado que el tratamiento con glucocorticoides 

inhalados es eficaz y mejora la función pulmonar en estos pacientes (84,85). 

Actualmente, en pacientes que reciben dosis elevadas de glucocorticoides inhalados o 

glucocorticoides orales diarios, la GINA considera la posibilidad de una inflamación T2 si 

existe al menos una de las siguientes condiciones: eosinófilos en sangre ≥ 150/µl, 

FeNO ≥ 20 ppb, eosinófilos en esputo ≥ 2 % o sensibilización alérgica (3). 
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Dentro del asma T2 se incluyen fenotipos clínicamente distintos que pueden 

mostrar cierto grado de superposición, como son el asma alérgica y el asma 

eosinofílica (Figura 6) (86). 

Asma no T2 

Su definición es más compleja debido a la falta de biomarcadores propios. 

Muestra escasa eosinofilia y niveles bajos de FeNO, por lo que se caracteriza 

principalmente por la ausencia de inflamación tipo T2, que debe ser descartada con 

precaución, sobre todo en los pacientes que reciben tratamiento con glucocorticoides 

orales. En cambio, destacan otros perfiles moleculares más relacionados con la 

presencia de neutrofilia, como el perfil Th17 o el perfil Th1, en los que se observa un 

aumento de IL-17 o interferón gamma (IFN-γ), respectivamente (87).  

 Este patrón inflamatorio incluye diferentes fenotipos como el asma neutrofílica 

o el asma paucigranulocítica (Figura 6), asociándose también con la obesidad, el inicio 

de enfermedad en la edad adulta, la resistencia a los glucocorticoides y la exposición a 

factores externos como bacterias, hongos o tabaquismo (88). 

b) Gravedad clínica 

En la actualidad, la clasificación más aceptada de la enfermedad asmática se basa 

en su gravedad, que refleja la intensidad del proceso inflamatorio y permite tomar 

decisiones en cuanto al tratamiento. Habitualmente, la gravedad del asma se valora 

cuando el paciente está siendo tratado, reevaluándose periódicamente, y se clasifica en 

función de las necesidades de tratamiento farmacológico requeridas para lograr el 

control de la enfermedad (89). Existen cuestionarios estandarizados y validados para 

evaluar objetivamente el nivel de control del asma en el paciente, como el test de 

control del asma (ACT) (90). También es importante valorar la presencia de 

exacerbaciones, definidas como episodios de empeoramiento de la situación basal del 

paciente que requieren modificaciones en el tratamiento. En este sentido, según la 

GEMA, la gravedad del asma se clasifica en cuatro categorías: intermitente, persistente 

leve, persistente moderada y persistente grave (2).  
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Figura 6. Fenotipos del asma según el patrón inflamatorio T2 y no T2. Adaptada de (93). 
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El asma grave se caracteriza por la necesidad de precisar tratamiento basal con 

múltiples fármacos y a altas dosis para prevenir un mal control de la enfermedad, o que 

persiste mal controlada a pesar del tratamiento (91). En estos pacientes se observa 

heterogeneidad en cuanto al patrón inflamatorio, clasificándose en función de la 

presencia o ausencia de eosinófilos y neutrófilos en la vía respiratoria, lo cual se 

relaciona con las diferentes respuestas al tratamiento (75). Por ello, se han establecido 

diferentes fenotipos del asma grave atendiendo a la fisiopatología, la sintomatología, la 

etiología y la respuesta terapéutica (77,78).  

Asma alérgica (T2) 

El fenotipo alérgico supone casi el 50 % de los casos de asma grave, por lo cual 

ha sido ampliamente estudiado. Los pacientes presentan una base atópica, con pruebas 

cutáneas positivas y, frecuentemente, antecedentes familiares y niveles séricos 

elevados de IgE. Debido a la existencia de cierta relación entre la atopia y la edad de 

inicio del asma, este fenotipo suele asociarse con el asma de inicio precoz (76). 

Asimismo, se relaciona con una mejor función pulmonar y respuesta a los 

glucocorticoides, aunque se observa un mayor número de exacerbaciones (92). Además, 

se caracteriza por presentar un patrón inflamatorio T2 con predominio de eosinófilos y, 

en ocasiones, presencia también de neutrofilia en esputo (93). En aquellos pacientes con 

un componente T2 muy activo, los niveles séricos de periostina y de FeNO son buenos 

biomarcadores de la enfermedad (94,95). 

Asma eosinofílica (T2) 

Alrededor del 25 % de los casos de asma grave se relacionan con este fenotipo, 

caracterizado por la persistencia de eosinófilos en esputo (> 2 %) a pesar del tratamiento 

con altas dosis de glucocorticoides, así como por un mayor número de exacerbaciones, 

disminución de la función pulmonar y peor control de la enfermedad (96,97). 

Generalmente, se manifiesta después de los 20 años y, con frecuencia, se asocia con la 

presencia de poliposis nasosinusal y EREA, mientras que la prevalencia de atopia y de 

antecedentes familiares es menor (92). No obstante, los niveles de IgE y de FeNO 

pueden encontrarse igualmente elevados. Además, se ha observado que las alteraciones 
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del metabolismo del ácido araquidónico están implicadas en su patogenia, asociadas en 

ocasiones a inflamación tipo T2 (95,98). En este sentido, la elevada producción de IL-5 

identificada en estos pacientes se podría relacionar con la presencia de inflamación 

eosinofílica en ausencia de un proceso alérgico (99). Debido a esto, los pacientes 

asmáticos que presentan este fenotipo constituyen buenos candidatos para recibir 

tratamiento con terapias biológicas anti-IL-5. 

Asma neutrofílica (no T2) 

Los pacientes que presentan este fenotipo suelen manifestar limitación crónica 

al flujo aéreo, con un importante atrapamiento, antecedentes de tabaquismo y 

exposición a factores irritantes e infecciosos. Los mecanismos implicados en la 

inflamación no T2 se desconocen aún, aunque el predominio de neutrófilos en la vía 

respiratoria podría relacionarse con la inflamación residual resultante tras el uso 

continuado de glucocorticoides, ya que inhiben la apoptosis de estas células. Además, 

el tratamiento con glucocorticoides resulta poco eficaz en estos pacientes (100,101). 

También se ha descrito un aumento de MMP-9 (102) y de mieloperoxidasa e IL-8 (103) 

relacionado con la inflamación neutrofílica. 

Asma grave asociada a obesidad 

La relación entre asma y obesidad es compleja, debido a que no se conoce bien 

su etiopatogenia. Generalmente, este fenotipo predomina en mujeres no atópicas 

adultas, en la quinta década de vida, con un elevado índice de masa corporal, 

exacerbaciones frecuentes y mala respuesta al tratamiento con glucocorticoides. 

También se relaciona con una función pulmonar poco alterada y niveles bajos de 

eosinofilia y de FeNO (104,105). Se ha sugerido que el peor control de la enfermedad en 

estos pacientes podría estar relacionado con factores hormonales o con la presencia de 

otras comorbilidades (104,106). La pérdida de peso podría ser importante como 

tratamiento, demostrándose una mejoría en el control de la enfermedad en pacientes 

con patrón inflamatorio no T2 (107). No obstante, según la última actualización de la 

GEMA, en la práctica clínica se utilizan principalmente los tres fenotipos anteriores, 

debido a su mayor implicación en la decisión terapéutica (2). 
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1.1.7. Tratamiento 

Los principales objetivos del tratamiento del asma son lograr y mantener el 

control de la enfermedad lo antes posible, prevenir las exacerbaciones y la obstrucción 

crónica al flujo aéreo e intentar reducir al máximo su mortalidad. Además, el 

tratamiento debe ser evaluado de forma periódica y modificarse escalonadamente en 

función de la gravedad de la enfermedad, con el objetivo de alcanzar un control óptimo 

utilizando el menor número de fármacos y dosis posible. Tanto el control actual de los 

síntomas diarios como las consecuencias futuras pueden alcanzarse en un alto 

porcentaje de pacientes mediante un tratamiento adecuado (2). No obstante, existen 

pacientes que no responden adecuadamente a ningún tratamiento. 

a) Tratamiento farmacológico 

El tratamiento farmacológico en el paciente asmático se basa en la combinación 

de fármacos antiinflamatorios y broncodilatadores, que pueden clasificarse en dos 

grandes grupos según diferencias en la dosificación, denominándose fármacos de 

control o mantenimiento y fármacos de alivio o rescate (2). 

Fármacos de control o mantenimiento 

Deben administrarse a diario durante periodos prolongados. En este grupo están 

incluidos los glucocorticoides inhalados o sistémicos (budesónida y beclometasona), los 

antagonistas de los receptores de leucotrienos (montelukast y zafirlukast), los agonistas 

β2-adrenérgicos de acción larga (salmeterol, formoterol y otros), el tiotropio y otros 

anticolinérgicos de acción prolongada y los anticuerpos monoclonales. Los 

glucocorticoides son los fármacos antiinflamatorios más utilizados y constituyen la 

primera línea de tratamiento del asma (Figura 7). 
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Fármacos de alivio o rescate 

Se utilizan a demanda para tratar o prevenir la broncoconstricción de forma 

rápida en las crisis asmáticas. Entre ellos se incluyen los agonistas β2-adrenérgicos de 

acción corta inhalados (salbutamol), que son el tratamiento de elección, y alguno de los 

anticolinérgicos inhalados (bromuro de ipratropio). 

b) Inmunoterapia con alérgenos 

La inmunoterapia por vía subcutánea o sublingual con vacunas de alérgenos es 

un tratamiento eficaz en pacientes con asma alérgica bien controlada, ya que reduce los 

síntomas de la enfermedad y la necesidad de tratamiento con fármacos de 

mantenimiento y de rescate (108). Previamente debe demostrarse la existencia de 

sensibilización mediada por IgE frente a alérgenos comunes, generalmente pólenes y 

ácaros, utilizando extractos estandarizados. Esta terapia no está indicada en pacientes 

Figura 7. Mecanismos de acción de los glucocorticoides en el asma. Adaptada de (111) con imágenes 

tomadas de Biorender.com 
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con asma grave o mal controlada debido a la disminución de su eficacia y al riesgo de 

sufrir reacciones adversas (109). 

c) Terapias biológicas 

Debido al avance en el conocimiento de la fisiopatología del asma, en los últimos 

años se han desarrollado nuevas terapias basadas en anticuerpos monoclonales 

dirigidos contra moléculas específicas que intervienen en el proceso inflamatorio. No 

obstante, en ocasiones los clínicos no disponen de las herramientas adecuadas para 

cuantificar el grado de respuesta de los diferentes pacientes, ya que no todos responden 

igual de bien. Debido a esto, en la actualidad, se están desarrollando herramientas de 

medición válidas para evaluar la respuesta a estas nuevas terapias (110,111). 

Principalmente, destacan los tratamientos biológicos dirigidos contra la IgE y las 

interleucinas IL-4 e IL-5, que se utilizan en pacientes con asma grave mal controlada con 

los tratamientos farmacológicos convencionales, clasificándolos en función de los 

fenotipos previamente descritos.  

Omalizumab 

Es un anticuerpo monoclonal IgG1κ recombinante humanizado dirigido contra la 

región Fc de la IgE, que impide la unión a su receptor, FcεRI, expresado en la superficie 

de mastocitos y basófilos. El tratamiento con omalizumab provoca una reducción de los 

niveles de IgE libre circulante y reduce la expresión de FcεRI en los mastocitos y 

basófilos, inhibiendo la secreción de mediadores inflamatorios (112,113). Se ha 

demostrado su eficacia en pacientes con asma grave y sensibilización alérgica, siendo 

capaz de reducir las exacerbaciones y el uso de altas dosis de glucocorticoides, además 

de mejorar los síntomas de la enfermedad y la calidad de vida de los pacientes (114,115). 

Dupilumab 

Es un anticuerpo monoclonal IgG1κ completamente humano que actúa como 

antagonista del receptor de la IL-4 al unirse a la subunidad α (IL-4RA) de este complejo, 

compartido con la IL-13, bloqueando por tanto la acción de ambas interleucinas. En 

pacientes con asma moderada-grave eosinofílica dependiente de glucocorticoides se ha 
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observado una reducción de las exacerbaciones, la función pulmonar y los 

biomarcadores asociados a la respuesta inflamatoria tipo T2 (116,117). 

Mepolizumab 

Es un anticuerpo monoclonal IgG1κ recombinante humanizado que actúa 

bloqueando a la IL-5 y evita su unión a IL-5R, situado en la superficie de eosinófilos y 

basófilos (Figura 8). Se ha observado una disminución en el recuento de eosinófilos en 

sangre y esputo en pacientes tratados con mepolizumab. Además, la tasa de reducción 

de las exacerbaciones aumenta cuanto mayor sea el recuento basal de eosinófilos (118), 

observándose una mejoría de los síntomas, la función pulmonar y la calidad de vida de 

los pacientes con asma grave de fenotipo eosinofílico (119,120), así como una reducción 

en el uso de glucocorticoides orales (121). 

Reslizumab 

Es un anticuerpo monoclonal IgG4κ humanizado dirigido contra la IL-5 que inhibe 

su unión a IL-5R (Figura 8). En pacientes con asma eosinofílica mal controlada en 

tratamiento con dosis medias-altas de glucocorticoides inhalados, se ha demostrado 

una reducción significativa de las exacerbaciones y del recuento de eosinófilos en sangre 

periférica, además de una mejoría de la función pulmonar y el control del 

asma (122,123). 

Benralizumab 

Es un anticuerpo monoclonal IgG1κ recombinante humanizado y afucosilado que 

se une con alta afinidad y especificidad a la subunidad α del receptor de la IL-5 (IL-5RA) 

mediante su región Fab, bloqueando la acción de la IL-5 e inhibiendo, por tanto, la 

activación y proliferación de los eosinófilos (124). Además, mediante su región Fc 

afucosilada, se une al receptor FcγRIIIa expresado en la superficie de los linfocitos 

citolíticos naturales (NK: natural killer), los macrófagos y los neutrófilos, induciendo la 

apoptosis de los eosinófilos y los basófilos a través de la citotoxicidad mediada por 

células dependiente de anticuerpos (Figura 8). La administración de benralizumab 

provoca una marcada reducción en el recuento de eosinófilos en sangre periférica, 

esputo y médula ósea (125). En varios estudios clínicos en pacientes con asma grave 
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eosinofílica no controlada con altas dosis de glucocorticoides inhalados, se ha 

conseguido una reducción significativa de las exacerbaciones y una mejoría de la función 

pulmonar y el control de la enfermedad (126,127), así como una reducción en el uso de 

glucocorticoides orales (128). 

1.2. GENÉTICA DEL ASMA 

Los estudios de segregación familiar y en gemelos mono y dicigóticos, llevados a 

cabo en la década de los 80, demostraron la existencia de un importante componente 

genético en la enfermedad asmática ya evidenciado a principios del siglo XX (129–133). 

A partir de los resultados de estos estudios, se puso de manifiesto que el asma no sigue 

un patrón de herencia mendeliana clásico, sino que consiste en un síndrome 

multifactorial resultante de la interacción entre diversos factores genéticos y 

ambientales (134).  

A partir de la década de los 90, se comenzó a entender el asma como una 

enfermedad compleja en la que existe una amplia variedad de fenotipos, consecuencia 

de la influencia de numerosos genes. El desarrollo de la genética molecular y las nuevas 

Figura 8. Terapias biológicas basadas en anticuerpos monoclonales dirigidas contra la interleucina 5 y 

su receptor. Adaptada de (131). 
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técnicas de análisis masivo u ómicas, como la genómica y la transcriptómica, han 

supuesto un gran avance tecnológico para el estudio de enfermedades complejas como 

el asma (135).  

1.2.1. Estudios genéticos 

Se han utilizado diferentes estrategias para la búsqueda de genes asociados con 

el asma, entre las que destacan estudios genéticos como los estudios de análisis de 

ligamiento en todo el genoma y los estudios de asociación de genes candidatos.  

a) Estudios de ligamiento 

Los estudios de ligamiento fueron la primera aproximación empleada en el 

estudio genético del asma. Se realizan en familias con individuos que padecen una 

determinada enfermedad con el objetivo de analizar marcadores genéticos distribuidos 

a lo largo de todo el genoma y observar si alguno de ellos es más frecuente en los 

individuos afectos. Las regiones del genoma que albergan loci de susceptibilidad entre 

enfermos emparentados serán compartidas con mayor frecuencia de lo esperado por el 

azar. Así, se consigue obtener información de alelos con gran efecto fenotípico que 

confieren riesgo para el desarrollo de la enfermedad (136,137).  

La ventaja de los estudios de ligamiento es que permiten identificar nuevos 

genes y rutas implicadas en patologías complejas como el asma. No obstante, suponen 

una mayor imprecisión en cuanto a la localización de los genes con susceptibilidad al 

asma, debido a que las regiones cromosómicas identificadas mediante estos estudios 

son extensas. Por ello, a continuación, habría que hacer un estudio más exhaustivo de 

estas regiones y de los genes candidatos (138,139). 

b) Estudios de asociación 

Los estudios de asociación de genes candidatos consisten en el estudio 

poblacional de una selección de genes que intervienen en una determinada 

enfermedad. Se basan en la comparación de frecuencias alélicas y genotípicas entre 
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individuos sanos y enfermos no emparentados (138). El estudio de haplotipos en la 

población enferma permite determinar regiones compartidas y localizar genes 

implicados en la enfermedad, siendo el haplotipo la combinación de marcadores 

genéticos contenidos en un cromosoma que tienden a heredarse juntos (136). 

Estos estudios tienen la ventaja, ante un mismo tamaño de muestra, de poseer 

una mayor precisión y capacidad de detección de genes con un efecto moderado en la 

enfermedad. Además, conseguir la colaboración de un elevado número de individuos 

enfermos no emparentados es más sencillo que en el caso de familias (137). No 

obstante, la existencia de falsos positivos debidos a la estratificación de la población 

puede provocar diferencias entre individuos que no se deban a la enfermedad, 

generando confusión en los resultados de asociación. Esto puede resolverse mediante 

métodos estadísticos que permitan corregir las desviaciones poblacionales (140,141). 

Estudios de genoma completo (GWAS: Genome Wide Association Studies) 

Los estudios de genoma completo son un tipo de estudios de asociación en los 

que se analizan miles de variantes genéticas a lo largo del genoma, principalmente 

polimorfismos de nucleótido único (SNP: Single Nucleotide Polymorphism), con el 

objetivo de determinar cuáles están asociadas con la susceptibilidad a padecer una 

determinada enfermedad. Para su realización se emplean microarrays o micromatrices 

de ADN, que permiten el análisis masivo de un gran número de SNPs por paciente (142). 

Actualmente, éstos han sido reemplazados por la secuenciación de alto rendimiento o 

Next Generation Sequencing (NGS), basándose en la secuenciación del ARNm (RNA-seq), 

que permite obtener millones de secuencias cortas del genoma de una muestra y 

determinar los niveles de expresión de genes con mayor precisión. También se utiliza la 

secuenciación del ADN genómico completo o del exoma para analizar SNPs a escala 

ómica (143,144).  

La ventaja de este tipo de estudios es que permiten la transcripción simultánea 

de múltiples genes, lo cual ofrece la posibilidad de identificar grupos de genes 

relacionados a nivel funcional. De esta manera se pueden descubrir vías funcionales 

alteradas en una determinada enfermedad o asociadas a un fenotipo clínico 

concreto (145). Además, puede analizarse la expresión diferencial de genes entre grupos 
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de controles y pacientes o entre pacientes antes y después de un determinado 

tratamiento, con el objetivo de identificar genes o potenciales biomarcadores que 

ayuden al diagnóstico o tratamiento de la enfermedad (146,147). En este sentido, es 

muy importante una correcta caracterización clínica de la población, sobre todo de los 

controles, y alcanzar un tamaño muestral grande para lograr un adecuado poder 

estadístico en el estudio. También es necesaria la utilización de herramientas 

bioinformáticas avanzadas para el posterior procesamiento de la gran cantidad de datos 

obtenidos, lo cual limita la replicación de los resultados y, por lo tanto, las conclusiones 

extraídas deben tomarse con precaución (148,149).  

1.2.2. Genes asociados con el asma 

En las últimas décadas se han llevado a cabo cientos de estudios genéticos de 

asma en distintas poblaciones y con los diferentes fenotipos de la enfermedad. La gran 

variedad de genes cuya asociación con el asma ha sido descrita pone de manifiesto la 

heterogeneidad y complejidad de esta patología (140). La mayoría de estas asociaciones 

se corresponden con polimorfismos en genes que codifican proteínas implicadas en 

alguna de las rutas relacionadas con la fisiopatología del asma (Figura 9).  

Estos genes pueden clasificarse en cuatro grupos según su implicación: genes 

que intervienen en la respuesta inmune innata (grupo 1), genes que regulan la respuesta 

tipo T2 (grupo 2), genes asociados a la inmunidad de las mucosas (grupo 3) y genes que 

intervienen en la función pulmonar (grupo 4) (139). Asimismo, mediante estudios de 

ligamiento por clonación posicional, se han identificado varios genes que no se sabía 

que estuvieran involucrados en el asma, como la metaloproteasa ADAM33, implicada 

en la remodelación bronquial (150). De esta manera se han descubierto nuevas rutas 

patogénicas implicadas en la enfermedad. 

El principal problema de estos estudios es la baja tasa de replicabilidad 

demostrada, debido a limitaciones metodológicas como son un tamaño muestral 

pequeño o un diseño incorrecto del estudio. En este sentido, varias revisiones han 

indicado que aproximadamente la mitad de los genes publicados han podido ser 
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replicados en otros estudios (Figura 10) (139,141). Concretamente, existen diez genes 

cuya asociación con el asma o fenotipos relacionados ha conseguido ser replicada en 

más de diez estudios independientes, por lo que han sido sugeridos como fuertes 

candidatos de susceptibilidad al asma. Entre ellos se encuentran, por orden de 

localización cromosómica, los genes codificantes de la IL-4 e IL-13 (IL4 y IL13; 5q23), el 

gen codificante del antígeno de diferenciación CD14 (CD14; 5q31), el gen codificante del 

receptor beta 2 adrenérgico (ADRB2; 5q32), los genes codificantes de los antígenos 

leucocitarios humanos (HLA-DRB1 y HLA-DQB1; 6p21), el gen codificante del factor de 

necrosis tumoral (TNF; 6p21), el gen codificante de la cadena beta del FcεRI 

(FCER1B; 11q13), el gen codificante de IL-4RA (IL4RA; 16p12) y el gen codificante de la 

metaloproteasa ADAM33 (ADAM33; 20p13).  

Figura 9. Representación de los genes asociados con la fisiopatología del asma. Adaptada de (142). 
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1.2.3. Farmacogenética en el asma 

La farmacogenética consiste en el estudio de la base genética responsable de la 

variabilidad interindividual existente en la respuesta a los fármacos, tanto en lo que se 

refiere a eficacia terapéutica como a efectos adversos (151). Generalmente, las 

variantes genéticas implicadas son polimorfismos presentes en genes involucrados en la 

patología. Los mecanismos por los cuales estos polimorfismos originan una respuesta 

farmacológica variable pueden ser debidos a alteraciones en su farmacocinética o 

farmacodinámica, lo que provoca un aumento o disminución de su acción. También 

pueden estar implicadas las variantes genéticas existentes en las dianas sobre las que 

Figura 10. Genes asociados con el asma o fenotipos relacionados en al menos un estudio. Los genes 

que han sido asociados en una sola población se dividen en aquellos de los que no se han publicado 

estudios de replicación y aquellos que no fueron replicados en estudios posteriores. Adaptada de (141). 
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actúan los fármacos o en genes codificantes de enzimas necesarias para su 

metabolización (152,153). 

En cuanto a la enfermedad asmática, existe una elevada variabilidad en la 

respuesta al tratamiento, aproximadamente entre un 70-80 %, incluso en pacientes con 

el mismo fenotipo (154). Esto se relaciona con la mala adherencia al tratamiento, la 

influencia de diferentes factores ambientales y la elección incorrecta de los fármacos. 

No obstante, en la mayoría de los casos no se pueden explicar las causas de estas 

diferencias, lo cual sugiere la influencia de un componente genético (151). En este 

sentido, se han realizado estudios de genes candidatos para la búsqueda de 

polimorfismos en genes asociados con la respuesta a los distintos fármacos 

empleados en el asma. Concretamente, se ha demostrado que la presencia de 

polimorfismos en el gen ADRB2 tienen como consecuencia variaciones en la acción de 

los agonistas β2-adrenérgicos. También se ha demostrado en los genes LTC4 y ALOX5, 

en relación a los antagonistas de leucotrienos, o en el gen CRHR1 y la acción de los 

corticosteroides inhalados (155–157). 

Medicina de precisión 

La farmacogenética representa una de las herramientas más importantes en el 

área de la medicina de precisión, cuyo objetivo es la optimización del tratamiento a nivel 

individual, es decir, hacia una terapia personalizada. Así, mediante la medicina de 

precisión se intenta seleccionar a los pacientes en función de su respuesta a un 

determinado fármaco, además de seleccionar el fármaco y la dosis más adecuada 

para un determinado paciente (Figura 11). Esto supone grandes ventajas en la relación 

coste-beneficio, evitando el uso innecesario de tratamientos no efectivos, retrasos en la 

administración de los tratamientos efectivos y la aparición de reacciones 

adversas (158,159).  

La implementación de la medicina de precisión requiere la identificación de 

biomarcadores específicos que proporcionen información predictiva de confianza para 

la elección de una estrategia terapéutica óptima. Idealmente, un biomarcador debería 

tener relevancia clínica, mostrando diferencias entre individuos sanos y enfermos, 

además de alta sensibilidad y especificidad, siendo fácilmente medible, reproducible e 
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intentando que sea lo menos invasivo posible (160). Para su búsqueda, debido a la 

heterogeneidad clínica del asma, es necesaria una correcta clasificación de los pacientes 

en subgrupos o endotipos, basándose en los mecanismos fisiopatológicos subyacentes. 

Así, en los últimos años se han realizado estudios de agrupamientos y desarrollado 

estrategias, como los enfoques ómicos, para la búsqueda de nuevas dianas para el 

tratamiento del asma, centrándose sobre todo en la vía de las citocinas Th2. Los avances 

más recientes en cuanto al tratamiento se relacionan con la utilización de terapias 

biológicas en pacientes con asma grave. Estas terapias son muy específicas, debido a 

que sus acciones van dirigidas a citocinas concretas o a sus receptores, pero 

económicamente son más caras que el resto de tratamientos. Por lo tanto, han servido 

para reforzar la importancia de la aplicación de la medicina de precisión en el asma 

grave, ya que es necesario seleccionar al paciente idóneo para recibir estos 

tratamientos (161,162). 

Los biomarcadores del asma que han sido identificados en la actualidad se 

utilizan para predecir la respuesta a diferentes estrategias terapéuticas basadas en los 

endotipos. No obstante, existe un importante solapamiento entre los diferentes 

biomarcadores. Además, la mayoría de ellos no son lo suficientemente específicos para 

seleccionar subgrupos de pacientes que responderán a un tratamiento dirigido 

Figura 11. Enfoque terapéutico de la medicina de precisión. 
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determinado, por lo que aún están en periodo de validación. Esto podría deberse a 

diversos factores como la genética o la falta de conocimiento sobre la vía inflamatoria 

implicada (163). 

La eosinofilia en sangre periférica es un biomarcador de inflamación 

ampliamente utilizado en pacientes asmáticos debido a su implicación en la respuesta 

tipo T2. Se ha asociado con la respuesta a los glucocorticoides y, recientemente, también 

con las terapias biológicas anti-IL-4/IL-13 y anti-IL-5 (163). Sin embargo, al activarse los 

eosinófilos en sangre periférica migran rápidamente al tejido pulmonar, por lo que la 

asociación entre ellos y la inflamación en las vías respiratorias podría ser transitoria. 

Además, los recuentos bajos de eosinófilos en sangre periférica podrían no reflejar con 

exactitud la ausencia de eosinofilia en las vías respiratorias. Aunque se está estudiando, 

aún no se ha podido demostrar con seguridad la relación de la eosinofilia en sangre 

periférica con la eosinofilia en esputo inducido, considerada el gold standard, por lo que 

en la actualidad no pueden utilizarse indistintamente (164,165). 

1.3. IL-5RA Y SU IMPLICACIÓN EN EL ASMA 

1.3.1. Interleucina 5 

Desde su descubrimiento, la IL-5 también ha sido conocida como factor de 

reemplazo de células T (TRF), factor II de crecimiento de células B (BCGFII) y factor de 

diferenciación eosinofílica (EDF) (166). Esta glicoproteína homodimérica de 15-30 

kDa pertenece a una familia de citocinas muy conservada evolutivamente, que incluye 

la IL-3, IL-4, IL-13 y GM-CSF, siendo todas ellas codificadas por genes localizados en el 

brazo largo del cromosoma 5 (167).  

La IL-5 es secretada principalmente por los linfocitos Th2 activados y los 

mastocitos, además de por los eosinófilos, los basófilos, las ILC2 y las células NKT 

invariantes (168–172). En cuanto a su función, desempeña un papel esencial en la 

proliferación y diferenciación de las células precursoras de los eosinófilos en la médula 

ósea (173,174) y la diferenciación de las células B activadas a células secretoras de 
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anticuerpos (175), así como un papel modulador en el desarrollo y la función de los 

basófilos y los mastocitos (176). Asimismo, regula la migración de los eosinófilos a las 

vías respiratorias y otros tejidos, ya que actúa en la activación celular de los mismos, 

aumenta su adhesión a las células endoteliales, promueve la quimiotaxis y prolonga la 

supervivencia celular de éstos al prevenir la muerte por apoptosis (177,178). 

Por ello, la participación de la IL-5 es fundamental en el desarrollo de la respuesta 

inmunitaria alérgica e inflamatoria que caracteriza a numerosas enfermedades como el 

asma, la dermatitis atópica, la enfermedad pulmonar obstructiva crónica, las 

enfermedades gastrointestinales eosinofílicas, el síndrome hipereosinofílico, 

la granulomatosis eosinofílica con poliangeítis o la poliposis nasosinusal eosinofílica 

(179–182).  

1.3.2. Receptor de la interleucina 5 

La IL-5 actúa sobre las células diana mediante la interacción con su receptor 

específico, IL-5R, expresado principalmente en la membrana de los eosinófilos, así como 

en los basófilos, las células precursoras de ambos y los mastocitos (183,184). 

Recientemente también se ha confirmado la presencia y funcionalidad de IL-5R en 

células humanas del epitelio bronquial in vitro (185) e incluso en neutrófilos (186). 

a) Estructura molecular 

El receptor IL-5R es una glicoproteína heterodímera de 47,68 kDa formada por 

un dominio extracelular, que contiene el extremo N-terminal, un dominio 

transmembrana y un dominio citoplasmático, que contiene el extremo C-terminal (187). 

Consta de una subunidad alfa, IL-5RA, que se une específicamente a la IL-5, y una 

subunidad beta común a los receptores de la IL-3 y el GM-CSF, que no se une 

directamente a la interleucina pero es necesaria para aumentar la afinidad de unión y la 

transducción de señales (188–190). En la región extracelular de ambas subunidades 

existen dominios de fibronectina tipo III, característicos de la superfamilia de receptores 

de clase I. En el caso de IL-5RA, estos dominios forman parte del motivo de 

reconocimiento de citocinas y se ha descrito en ellos la existencia de grupos de residuos 
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específicos relacionados con la unión de la IL-5, lo cual sugiere la posibilidad de adaptar 

moléculas específicas con fines terapéuticos (166,191). Además, en la región 

citoplasmática proximal a la membrana, ambas subunidades tienen un motivo 

conservado denominado PPXP, con secuencias ricas en prolina, que va a favorecer la 

unión a moléculas de señalización (192). 

El gen que codifica la subunidad alfa, objeto de estudio en la presente Tesis 

Doctoral, se localiza en el brazo corto del cromosoma 3 y contiene catorce exones 

(IL5RA; 3p24-26) (193), mientras que el gen que codifica la subunidad beta se localiza en 

el brazo largo del cromosoma 22 (CSF2RB; 22q12.3-13.1) (194).  

Se ha sugerido que los eosinófilos son capaces de controlar su respuesta a IL-5 

regulando la expresión de las diferentes isoformas de IL-5RA, aunque el mecanismo de 

modulación aún no está bien definido. Algunos estudios in vitro indican que, en 

respuesta a la estimulación de citocinas, se produce una modificación transcripcional 

mediante splicing alternativo que da lugar a una forma activa anclada a la membrana y 

una forma soluble con propiedades antagónicas (195,196). Asimismo, otros autores 

proponen como principal mecanismo de generación de la variante soluble de IL-5RA la 

escisión proteolítica del receptor de superficie (197). No obstante, se requieren estudios 

in vivo más detallados. 

b) Transducción de señales 

La interacción de la IL-5 con el receptor IL-5R provoca cambios conformacionales 

dinámicos en los sitios de unión de ambas moléculas. Estos cambios tienen lugar en dos 

fases, ya que primero sucede la unión de la IL-5 a la subunidad alfa y después este 

complejo se une a la subunidad beta para iniciar la transducción de señales (198). La 

señalización específica desencadenada por esta interacción interleucina-receptor es 

diversa y compleja (Figura 12). Comienza con la rápida fosforilación de una tirosina en 

el extremo citoplasmático del receptor, que va a inducir la formación de fosfotirosinas 

en varias moléculas de señalización intracelular, como las proteínas quinasas Janus 

(JAK), las proteínas transductoras de señal y activadoras de la transcripción (STAT), las 

quinasas reguladas por señales extracelulares (ERK), la fosfoinositol 3-quinasa (PI3K) y 
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las proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPK). La fosforilación de estas 

proteínas da lugar a la activación de moléculas de señalización descendentes. Así, se 

origina la activación de diferentes vías de transducción de señales intracelulares, como 

la vía JAK/STAT y la vía Ras/MAPK, que finalmente producen un aumento de la expresión 

genética de factores de transcripción nucleares, como c-myc, c-fos, c-jun o pim-1, 

favoreciendo la activación, proliferación y supervivencia celular (190,199). 

Concretamente, se ha sugerido que las quinasas JAK2, Lyn y Raf-1 son esenciales para la 

inhibición de la apoptosis, estando Raf-1 implicada también en la desgranulación 

celular (200). Asimismo, PI3K se ha relacionado con la adhesión celular (201), la 

quinasa Btk con la estimulación de las células B (175) y las quinasas p38 y ERK1/2 con la 

diferenciación de los eosinófilos y la producción de citocinas (202). 

Figura 12. Vías de señalización activadas y procesos biológicos implicados debido a la interacción de la 

interleucina 5 con el receptor IL-5R. Adaptada de (131). 
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1.3.3. Asociación con el asma 

Como se ha mencionado previamente, el asma se caracteriza por la presencia de 

inflamación en las vías respiratorias causada por la acumulación de células efectoras, 

que van a secretar diferentes moléculas mediadoras. Entre estas moléculas destaca la 

IL-5, debido a su importante papel en la función biológica de los eosinófilos, principales 

células proinflamatorias implicadas en esta patología. 

En estudios con pacientes asmáticos se ha descrito una correlación negativa 

entre los niveles de IL-5 y la apoptosis de eosinófilos en esputo, además de confirmar la 

liberación autocrina de IL-5 por dichas células. Esto sugiere que la IL-5 favorece la 

acumulación de los eosinófilos en los pulmones y que ellos mismos son capaces de 

prevenir su apoptosis al actuar sobre su propio receptor IL-5R (203,204). En cuanto a 

este receptor, se ha demostrado la presencia de un mayor número de células positivas 

para la expresión de IL-5RA en biopsias bronquiales de pacientes asmáticos frente a 

controles, siendo la mayoría de ellas eosinófilos (205). También se ha observado un 

aumento de células precursoras CD34+ IL-5RA+ en el esputo de pacientes asmáticos tras 

la exposición a aeroalérgenos, lo que sugiere que estas células pueden migrar a las vías 

respiratorias y diferenciarse in situ (206).  

Los modelos animales apoyan el papel de la IL-5 y su receptor en el asma. La 

importancia de IL-5RA en la inflamación eosinofílica de las vías respiratorias se ha 

demostrado en ratones con asma inducida por sensibilización a la ovoalbúmina. La 

pérdida de IL-5RA atenuó el aumento de eosinófilos en el lavado broncoalveolar y la 

aparición de hiperreactividad bronquial, pero no afectó a la producción de IL-5 ni a los 

niveles séricos de IgE (207). De la misma manera, el desarrollo de fibrosis subepitelial 

disminuyó en ratones tratados con anticuerpos monoclonales anti-IL-5, aumentó 

notablemente en ratones transgénicos para IL-5 y se atenuó en aquellos que 

presentaban pérdida de IL-5RA (208). 

Cabe destacar que el asma eosinofílica es el fenotipo inflamatorio mejor 

estudiado. En los últimos años, se han desarrollado nuevas terapias basadas en 

anticuerpos monoclonales dirigidos contra la acción de la IL-5 en la inflamación mediada 
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por eosinófilos. Entre estas terapias destaca benralizumab, debido a que inhibe la 

señalización de la IL-5 al unirse específicamente a IL-5RA, y ha demostrado su eficacia 

en el tratamiento de pacientes con asma eosinofílica grave, mejorando la función 

pulmonar y el control del asma y reduciendo la tasa de exacerbaciones. Si bien es cierto 

que no todos los pacientes responden igual de bien al tratamiento, por lo que es 

necesario emplear herramientas de medición adecuadas, así como encontrar 

biomarcadores que puedan ayudar a seleccionar pacientes y evaluar la respuesta al 

tratamiento. En resumen, la caracterización y mejora del conocimiento sobre los 

fenotipos del asma podrían ayudar a estratificar diferentes grupos de pacientes con el 

objetivo de aplicar estrategias terapéuticas personalizadas para un mejor control de la 

enfermedad asmática. 
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2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

La interleucina 5 desempeña un papel importante en la etiopatogenia del asma 

y ejerce su función a través de la unión a su receptor, expresado principalmente en la 

superficie de los eosinófilos. Se han desarrollado nuevas terapias biológicas que actúan 

contra la subunidad alfa del receptor de la interleucina 5, codificada por el gen IL5RA. 

Por otro lado, no se dispone de biomarcadores adecuados para la selección y la 

evaluación de los fármacos biológicos en el asma. 

Considerando estas premisas, la hipótesis principal sobre la que se asienta este 

trabajo es que podría existir una asociación entre los niveles de expresión de IL5RA en 

sangre periférica y la enfermedad asmática. Además, como hipótesis secundaria se 

postula que IL5RA podría constituir un posible biomarcador de la enfermedad asmática 

en relación a su implicación en el proceso inflamatorio subyacente, contribuyendo a una 

mejor caracterización de los pacientes, así como de la respuesta al tratamiento. 

Los principales objetivos que se plantean son los siguientes: 

1. Analizar la expresión transcriptómica de genes asociados con la patología 

asmática en sangre periférica. 

2. Determinar los niveles de expresión de IL5RA en sangre periférica en una 

población de pacientes asmáticos para su posible caracterización como 

biomarcador de la enfermedad. 

3. Estudiar la posible correlación de los niveles de expresión de IL5RA y el recuento 

de eosinófilos en los distintos grupos de pacientes asmáticos. 

4. Determinar los niveles de expresión de IL5RA antes y después del tratamiento 

con benralizumab en pacientes con asma eosinofílica grave para su posible 

caracterización como biomarcador de la respuesta al tratamiento. 
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3. MATERIAL Y MÉTODOS 

3.1. DISEÑO DEL ESTUDIO 

Se trata de un estudio retrospectivo observacional, que se divide en un primer 

estudio de tipo caso-control, compuesto por un análisis transcriptómico con su posterior 

validación o análisis de expresión génica, y un estudio farmacogenético en una pequeña 

población de los individuos analizados previamente.  

Todos los participantes recibieron información sobre el estudio y dieron su 

consentimiento informado para el uso de sus muestras. Se siguieron las normas legales 

para Estudios Clínicos en España y las del Comité de Ética de la Investigación con 

medicamentos (CEIm) del Área de Salud de Salamanca. 

3.2. POBLACIÓN A ESTUDIO 

En el presente estudio se han analizado un total de 347 individuos no 

relacionados, 130 controles y 217 pacientes diagnosticados de asma por los facultativos 

del Servicio de Alergia del Complejo Asistencial Universitario de Salamanca (CAUSA). 

Todos ellos cumplieron los criterios de inclusión que se detallan a continuación.  

a) Controles 

- Edad superior a 16 años. 

- Ausencia de síntomas o historia clínica compatible con asma, rinitis u otras 

enfermedades respiratorias. 

- Ausencia de síntomas o historia clínica compatible con enfermedades 

alérgicas. 

- Pruebas cutáneas negativas frente a la batería de aeroalérgenos utilizada. 

- Ausencia de antecedentes de asma, rinitis o atopia en familiares de primer 

grado. 
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b) Pacientes 

- Edad superior a 16 años. 

- Presencia de al menos dos síntomas relacionados con la patología asmática. 

- Prueba de broncodilatación o prueba de hiperreactividad bronquial con 

metacolina positiva. 

- Ausencia de otras enfermedades respiratorias. 

3.2.1. Estudio transcriptómico 

El estudio fue aprobado por el Comité de Ética de la Investigación Clínica del 

Instituto de Investigación Biomédica de Salamanca (IBSAL) (PI 2020/02/433). Se 

incluyeron 60 individuos, 30 controles y 30 pacientes diagnosticados de asma alérgica 

por sensibilización a pólenes. Se recogió muestra de sangre periférica a cada individuo 

del estudio. 

3.2.2. Estudio de validación 

El estudio fue aprobado por el Comité de Ética de la Investigación Clínica del 

IBSAL (PI 2020/02/433). Se incluyeron 287 individuos, 100 controles y 187 pacientes 

diagnosticados de asma. Se recogió muestra de sangre periférica a cada individuo del 

estudio. 

3.2.3. Estudio farmacogenético 

Entre los pacientes analizados en el estudio de validación, se realizó el 

seguimiento de 11 pacientes diagnosticados de asma eosinofílica grave que comenzaron 

tratamiento con benralizumab. Todos los pacientes dieron su consentimiento informado 

para recibir el tratamiento.  

La administración de benralizumab se realizó en dosis de 30 mg por vía 

subcutánea cada cuatro semanas durante las tres primeras dosis y cada ocho semanas 

a partir de entonces, de acuerdo con las indicaciones de la ficha técnica del fármaco. Se 
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recogió muestra de sangre periférica y se realizó espirometría a cada paciente antes de 

administrarse la primera dosis de benralizumab y entre la segunda y la quinta dosis del 

tratamiento. 

3.3. VARIABLES 

Se recogieron los datos demográficos y las variables clínicas de interés mediante 

la correspondiente etiqueta identificativa de cada individuo y el formulario de la 

figura 13. En él se incluyen las pruebas cutáneas frente a distintos alérgenos, el 

diagnóstico y grado de asma, la presencia de rinitis o poliposis nasosinusal, la 

hipersensibilidad a los AINE, la existencia de antecedentes familiares de enfermedades 

alérgicas, la inmunoterapia, el tratamiento con corticoides y los niveles de IgE total. 

3.3.1. Datos demográficos 

La historia clínica fue elaborada por los facultativos del Servicio de Alergia del 

CAUSA. Se recogieron datos demográficos como el nombre, los apellidos, la edad, el 

sexo, la fecha de nacimiento, el número de historia clínica, así como la fecha de la 

consulta y el facultativo asignado al seguimiento del individuo, todo ello mediante la 

correspondiente etiqueta identificativa. Todos estos datos, excepto la edad y el sexo, se 

utilizaron exclusivamente para la identificación inicial de cada individuo y de sus 

muestras, pero no se reflejaron en ningún otro momento a lo largo del estudio, que se 

realizó aplicando un sistema de disociación de datos.  
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Figura 13. Variables recogidas en el formulario del Servicio de Alergia del CAUSA. 
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3.3.2. Asma 

a) Diagnóstico del asma 

El diagnóstico del asma se realizó utilizando los siguientes criterios: 

- Al menos dos síntomas relacionados con la patología asmática como tos, 

disnea, opresión torácica o sibilancias. 

- Alteración de la función pulmonar. Se realizó una espirometría basal 

siguiendo las normas de la American Thoracic Society (ATS) (209). A todos los 

pacientes con FEV1/FVC < 70 % se les realizó una prueba de broncodilatación, 

que se consideró positiva con una mejoría del FEV1 ≥ 200 ml y ≥ 12 %. Si ésta 

fue negativa, se amplió con una prueba de hiperreactividad bronquial con 

metacolina (69), considerando positivo una PC20metacolina < 16 mg/ml. 

- Ausencia de otras enfermedades respiratorias. 

Se consideró que el asma era de inicio precoz cuando la presencia de los síntomas 

apareció antes de los 18 años, y de inicio tardío o en la edad adulta cuando apareció a 

partir de los 18 años. 

b) Gravedad del asma 

La gravedad del asma se clasificó según las categorías establecidas por la GEMA 

y en condiciones basales, siempre que fuera posible. En aquellos pacientes que estaban 

recibiendo tratamiento, la gravedad se determinó siguiendo las recomendaciones de la 

GEMA adaptadas al escalón del tratamiento (2). El asma grave se diagnosticó de acuerdo 

a los criterios establecidos por la European Respiratory Society (ERS) y la ATS (91). 

Asma intermitente 

- Aparición de síntomas con una frecuencia inferior a una vez por semana. 

- Crisis de corta duración. 

- Síntomas nocturnos con una frecuencia inferior a dos veces al mes. 

- FEV1 o PEF ≥ 80 % del valor teórico. 
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- Variabilidad del FEV1 o PEF < 20 %. 

Asma persistente leve 

- Aparición de síntomas con una frecuencia superior a una vez por semana, 

pero no diariamente. 

- Episodios nocturnos que se presentan más de dos veces al mes. 

- FEV1 o PEF ≥ 80 % del valor teórico. 

- Variabilidad del FEV1 o PEF entre 20-30 %. 

Asma persistente moderada 

- Síntomas diarios que pueden afectar a la actividad diaria y al sueño del 

paciente. 

- Uso diario de β2 agonistas inhalados. 

- FEV1 o PEF entre 60-80 % del valor teórico. 

- Variabilidad del FEV1 o PEF > 30 %. 

Asma persistente grave 

- Síntomas diarios. 

- Crisis frecuentes. 

- Episodios asmáticos nocturnos frecuentes. 

- Limitación en las actividades físicas. 

- FEV1 o PEF < 60 % del valor teórico. 

- Variabilidad del FEV1 o PEF > 30 %. 

3.3.3. Atopia 

La presencia de atopia se evaluó mediante pruebas cutáneas de hipersensibilidad 

inmediata, siguiendo las recomendaciones para la normalización de alérgenos y pruebas 

cutáneas de la European Academy of Allergy and Clinical Immunology (EAACI) (210). 

Estas pruebas consisten en realizar una punción perpendicular a la epidermis con una 

gota del extracto alergénico a estudio, mediante una lanceta con una punta 

estandarizada de 1 mm. Se consideró que el resultado era positivo cuando se generaba 



Material y métodos 

81 
 

una pápula igual o superior a 3 mm de diámetro, siempre que el control negativo no 

presentase reacción. Antes de realizar la prueba, se retiraron los antihistamínicos y otros 

fármacos que pudiesen interferir con el resultado, siguiendo las indicaciones de la 

EAACI (210).  

Se utilizó una batería estandarizada de alérgenos comunes en nuestro entorno 

(ALK-Abelló, Madrid; Bial-Aristegui, Bilbao; CBF-Leti, Barcelona), una solución de 

histamina 10 mg/ml como control positivo y una solución salina como control negativo. 

La batería incluía los siguientes aeroalérgenos, incluidos en cuatro grupos:  

- Ácaros: Dermatophagoides pteronisynuss, Dermatophagoides farinae, 

Lepidoglyphus destructor, Tyrophagus putrescentiae y Acarus siro. 

- Pólenes de gramíneas, malezas y árboles: Cynodon dactylon, Phleum 

pratense, Parietaria judaica, Chenopodium álbum, Artemisia vulgaris, 

Plantago lanceolata, Olea europaea, Cupressus arizonica, Platanus hispanicus 

y Quercus ilex. 

- Hongos: Alternaria alternata, Cladosporium herbarum, Penicillium notatum y 

Aspergillus fumigatus. 

- Epitelios: Canis lupus, Felis domesticus, Mesocricetus auratus, Equus ferus 

caballus y Oryctolagus cuniculus.  

El paciente se consideró atópico cuando las pruebas cutáneas fueron positivas 

frente al menos uno de los alérgenos de la batería. Según los resultados y en función de 

los grupos establecidos de alérgenos, los pacientes se clasificaron como 

monosensibilizados, si presentaban pruebas cutáneas positivas frente a un solo grupo, 

o polisensibilizados, frente a dos o más grupos. Además, se diagnosticó alergia en 

aquellos casos en los que existía una prueba cutánea positiva junto a manifestaciones 

clínicas relacionadas con la exposición a un alérgeno determinado. 

3.3.4. Poliposis nasosinusal 

El diagnóstico de poliposis nasosinusal fue realizado por los facultativos del 

Servicio de Otorrinolaringología del CAUSA, basándose en la historia clínica y los 
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hallazgos en la exploración de la cavidad nasal. Se utilizaron los siguientes 

criterios (211,212): 

- Presencia durante más de 12 semanas de al menos dos síntomas principales, 

uno de los cuales debe ser o bien obstrucción/congestión nasal o bien rinorrea 

anterior o posterior. También puede haber pérdida del olfato y dolor o 

presión facial. 

- Visualización de pólipos bilaterales en el meato medio de la cavidad nasal, 

observados mediante endoscopia nasal, o bien cambios en la mucosa del 

complejo ostiomeatal o de los senos paranasales, observados mediante TAC. 

3.3.5. Parámetros clínicos 

Determinación de IgE 

La determinación de los niveles de IgE total constituye actualmente una técnica 

de rutina en los laboratorios de diagnóstico alergológico. En este estudio se realizó una 

extracción de sangre periférica a todos los participantes y se determinaron los niveles 

de IgE total en suero mediante la técnica de enzimoinmunoanálisis de tipo sándwich en 

un analizador Phadia ImmunoCAP 250 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EE.UU.).  

Esta técnica consiste en la unión de las IgE del suero a los anticuerpos anti-IgE 

que están unidos covalentemente a los pocillos. En un segundo paso, se añaden 

anticuerpos anti-IgE marcados enzimáticamente con β-galactosidasa (anticuerpos 

monoclonales de ratón, 1 μg/ml), formándose así un inmunocomplejo de tipo sándwich. 

Tras la incubación, se realiza una serie de lavados para eliminar el exceso de enzima y se 

incuba con la solución que contiene el sustrato (Figura 14). Finalmente, se detiene la 

reacción y se mide la fluorescencia obtenida, que será directamente proporcional a la 

concentración de IgE total. Para el análisis de resultados es necesaria la realización de 

una curva patrón. 
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En función de los resultados de las pruebas cutáneas, en aquellos pacientes en 

los que no fueron concluyentes se realizó una determinación de IgE específica en un 

analizador Phadia ImmunoCAP 250 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EE.UU.).  

Recuento de eosinófilos 

A todos los participantes del estudio se les realizó una extracción de sangre 

periférica, en un tubo con EDTA como anticoagulante, para la determinación del 

hemograma en un analizador hematológico XN-1000 (Sysmex Corporation, Kobe, 

Japón). Se recogieron los datos de los diferentes parámetros del hemograma de cada 

individuo, entre los que se encuentra el recuento absoluto de eosinófilos.  

Se clasificó a los pacientes en función de si tenían asma eosinofílica o no 

eosinofílica, utilizando como punto de corte un recuento de eosinófilos absolutos en 

sangre periférica de 150/µl (3). 

Figura 14. Enzimoinmunoanálisis para la determinación de IgE total. 
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Fracción exhalada de óxido nítrico 

Para su determinación se utilizó un monitor NIOX VERO (Aerocrine, Solna, 

Suecia) y se siguieron las recomendaciones de la ATS y la ERS (71). El procedimiento 

consiste en realizar una inhalación máxima a través de la boquilla del aparato, seguida 

de una exhalación de 10 segundos de duración. La concentración de NO se expresa en 

partes por mil millones (ppb). La interpretación de los resultados debe hacerse en 

función de cada individuo y del contexto en el que hayan sido obtenidos. Se utilizaron 

los valores de referencia propuestos por la ATS (213), considerándose: 

- FeNO < 25 ppb: bajo. 

- FeNO 25-50 ppb: debe interpretarse en función del contexto clínico. 

- FeNO > 50 ppb: alto. 

Pruebas de función pulmonar 

Se realizó una espirometría forzada a los pacientes del estudio farmacogenético 

según los criterios de la ATS (209). Esta técnica mide el flujo y volumen de aire en los 

pulmones, por lo que ayuda a la evaluación de la función pulmonar y es útil para el 

diagnóstico del asma.  

La espirometría fue realizada por personal cualificado y en un ambiente 

tranquilo. Previamente se valoró si existía alguna contraindicación para su realización y 

se explicó a los pacientes las maniobras a realizar. Se utilizaron dos espirómetros, 

DATOSPIR-600 (Sibelmed-SIBEL SA, Barcelona) y MasterScope (CareFusion, Hoechberg, 

Alemania), que se calibraron al comenzar según las condiciones meteorológicas del día 

(presión atmosférica, humedad relativa y temperatura). 

Se utilizó el FEV1 para valorar la función pulmonar de los pacientes en 

tratamiento con benralizumab en el estudio farmacogenético, considerando buenos 

respondedores a aquellos que presentasen un aumento del FEV1 ≥ 200 ml y ≥ 12 % tras 

varias dosis de tratamiento. 
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Test de control del asma 

El ACT (90) consiste en un cuestionario con cinco preguntas relacionadas con la 

frecuencia de los síntomas y el uso de tratamientos de rescate en un periodo de tiempo 

determinado (Figura 15). El paciente cumplimenta el cuestionario puntuando cada 

pregunta del 1 al 5, por lo que el rango de puntuación varía entre 5 y 25 puntos. Sirve 

para evaluar el grado de control del asma según los siguientes intervalos (3): 

- ACT entre 5-15 puntos: asma no controlada. 

- ACT entre 16-19 puntos: asma parcialmente controlada. 

- ACT entre 20-25 puntos: asma controlada. 

Se utilizó el ACT para valorar a los pacientes en tratamiento con benralizumab en 

el estudio farmacogenético, considerando buenos respondedores a aquellos con un 

ACT ≥ 20 puntos o con un incremento de 3 o más puntos tras varias dosis de tratamiento. 

Respuesta a benralizumab 

En el estudio farmacogenético, se utilizaron dos herramientas diferentes para 

evaluar la respuesta de los pacientes al tratamiento con benralizumab e intentar 

clasificarlos en función de si eran o no superrespondedores.  

En primer lugar, se utilizó el estudio Delphi, en el que se ha desarrollado una 

definición consensuada de paciente superrespondedor al tratamiento con biológicos 

mediante la creación de una serie de criterios (110). Además, se ha establecido que 

deben cumplirse tres o más criterios, de los cuales al menos dos deben ser criterios 

mayores, y que deben estar presentes durante doce meses. 

Criterios mayores 

- Eliminación de las exacerbaciones. 

- Importante mejora del control del asma. 

- Eliminación de los glucocorticoides orales. 
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Criterios menores 

- Reducción de las exacerbaciones un 75 %. 

- Lograr un buen control del asma. 

- Mejora del FEV1 ≥ 500 ml. 

Por otro lado, se utilizó el índice FEOS, que se basa en asignar una puntuación a 

cada paciente en función de cuatro aspectos relevantes de su estado clínico tras el 

tratamiento, como son el FEV1, las exacerbaciones, los glucocorticoides orales y los 

síntomas (111). De esta manera, cuanto mayor sea la puntuación obtenida, mayor será 

la respuesta al tratamiento. Para valorar correctamente esta puntuación hay que tener 

en cuenta la duración del tratamiento, ya que un periodo inferior a seis meses es 

demasiado corto para evaluar la influencia del biológico en las exacerbaciones y la 

retirada de los glucocorticoides orales. Además, para realizar una comparación entre los 

diferentes pacientes, es necesario normalizar la puntuación obtenida respecto a la 

máxima mejoría posible en cada caso. 



Material y métodos 

87 
 

 

 
Figura 15. Cuestionario realizado a los pacientes en el ACT. 
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3.4. ANÁLISIS MOLECULAR 

3.4.1. Análisis transcriptómico 

a) Extracción de ARN 

La extracción de ARN para secuenciación masiva se realizó mediante el kit 

comercial Ambion RiboPureTM-Blood Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

EE.UU.), utilizando el protocolo alternativo que incluye algunas modificaciones para 

aislar ARN total incluyendo transcritos pequeños. Las muestras de sangre periférica se 

recogieron en tubos con anticoagulante EDTA y se alicuotaron mezclándose con el 

conservante RNAlater® solution (1.300 µl por cada 450 µl de sangre). Este reactivo se 

utiliza para desactivar ARNasas y conservar el ARN de las muestras a -20 ºC hasta su 

procesamiento. 

Previamente a la extracción, las muestras se descongelaron a temperatura 

ambiente y se centrifugaron a 13 200 rpm durante 1 minuto. Tras la eliminación del 

sobrenadante, se añadieron 800 µl de solución de lisis y 10 µl de ácido acético y se agitó 

mediante vórtex durante 2 minutos para conseguir la lisis celular. Después se mantuvo 

en hielo durante 5 minutos. 

La purificación inicial del ARN se realizó mediante una extracción con 500 µl de 

fenol:cloroformo (proporción 24:1). Inmediatamente después de agitar mediante vórtex 

durante 1 minuto, se centrifugó la muestra durante 1 minuto y se transfirió la fase 

acuosa o sobrenadante (1-1,2 ml) a un tubo nuevo. Después, se añadió 1 ml de solución 

de desnaturalización, se agitó mediante vórtex durante 1 minuto, se añadieron 2,7 ml 

de etanol 100 % y se mezcló por inversión. De esta manera se consiguen separar los 

ácidos nucleicos del resto de componentes celulares. 

Para la purificación final del ARN se pasó la muestra a través del filtro de una 

columna de afinidad en un tubo colector, pasando 700 µl cada vez. Se centrifugó durante 

1 minuto y se descartó el eluido. Después, se realizó el lavado de la columna repitiendo 

el paso anterior con las soluciones de lavado, primero con 700 µl de la solución de 
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lavado 1 (70 % etanol y 30 % solución de desnaturalización) y luego dos veces con 700 µl 

de la solución de lavado 2 (80 % etanol y 50 mM NaCl). Tras el último lavado, se 

centrifugó durante 1 minuto y se colocó la columna en un nuevo tubo. Finalmente, para 

obtener el ARN se añadieron sobre el filtro 150 µl de solución de elución (precalentada 

a 80 °C), se dejó a temperatura ambiente durante 1 minuto y se centrifugó durante 

1 minuto, recuperando el ARN en el tubo colector. 

El último paso consistió en un tratamiento enzimático para eliminar el ADN 

genómico que quede en la muestra. Para ello, se añadieron al eluido 9 µl de una solución 

con ADNasa (7,5 µl de buffer y 1,5 µl de DNAsa I) y se incubó durante 30 minutos a 37 °C. 

A continuación, se añadieron 30 µl de la resina de inactivación de ADNasas, se incubó 

durante 2 minutos a temperatura ambiente y se centrifugó durante 1 minuto para 

precipitar la resina. El sobrenadante que contiene el ARN purificado se transfirió a un 

nuevo tubo y supuso un volumen final de aproximadamente 150 µl. 

b) Cuantificación de ARN 

La cuantificación del ARN obtenido se realizó mediante el espectrofotómetro 

NanoDrop™ ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, MA, EE.UU.), utilizando una longitud de 

onda de 260 nm. La calidad del ARN se comprobó mediante el equipo Agilent 2100 

Bioanalyzer y el kit Eukaryote Total RNA Nano (Agilent Technologies, CA, EE.UU.). Este 

equipo proporciona un análisis de la integridad del ARN o RIN (RNA Integrity Number), 

considerándose un ARN de buena calidad si tiene un RIN > 8 (Figura 16). Este 

procedimiento se realizó antes y después de concentrar el ARN. 

c) Concentración de ARN 

Para concentrar y purificar el ARN obtenido se utilizó el kit comercial RNeasy 

MinElute Cleanup Kit (Qiagen, Hilden, Alemania). Inicialmente, se añadió agua libre de 

ARNasas hasta llegar a un volumen de 200 µl y, tras añadir 350 µl de buffer RLT, se agitó 

mediante vórtex durante 1 minuto. Después, se añadieron 950 µl de etanol 96-100 %, 

se mezcló por inversión y se pasó la muestra a través de la membrana de una columna 

de afinidad en un tubo colector, pasando 700 µl cada vez. Se centrifugó a 10 000 rpm 
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durante 30 segundos, se descartó el eluido y se repitió el proceso con el resto de 

muestra.  

Para realizar el lavado de la columna, se colocó en un nuevo tubo colector, se 

añadieron 500 µl de buffer RPE con etanol y se centrifugó durante 30 segundos. Tras 

descartar el eluido, se añadieron 500 µl de etanol 80 % y se centrifugó durante 2 

minutos. A continuación, se colocó la columna en un nuevo tubo colector y, con la tapa 

abierta, se centrifugó a 13 200 rpm durante 5 minutos para eliminar restos de etanol.  

Por último, se volvió a colocar la columna en un nuevo tubo colector, se 

añadieron 14 µl de agua libre de ARNasas sobre el centro de la membrana y se centrifugó 

durante 1 minuto para eluir el ARN. El volumen de ARN eluido final fue de 12 µl. 

d) Preparación de librerías y ultrasecuenciación 

Se eliminaron los transcritos de globina y el ARN ribosómico, y se escindió el ARN 

para la preparación de librerías de ARN de cadena específica a partir del ARN total, 

obteniendo dos librerías correspondientes al grupo de controles y grupo de pacientes. 

La generación de clusters de cada librería y su posterior secuenciación masiva se llevó a 

Figura 16. Ejemplo de gráfica obtenida en el análisis de calidad del ARN mediante el equipo Agilent 

2100 Bioanalized. 
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cabo en el sistema de secuenciación de alto rendimiento Illumina HiSeq 2500 (Illumina, 

San Diego, CA, EE.UU.) del laboratorio de Sistemas Genómicos de Paterna (Valencia). 

e) Análisis bioinformático 

Análisis de expresión diferencial 

Una vez obtenidos los datos brutos de secuenciación, el procedimiento de 

análisis bioinformático se inició con el control de calidad de los mismos, realizado con el 

software FastQC (214). Mediante esta herramienta se comprueba la calidad de las 

secuencias, la distribución de las lecturas y, además, aporta información sobre 

parámetros como el contenido de bases G/C, la presencia y calidad de kmeros o si hay 

secuencias que se encuentren muy representadas. Las lecturas de baja calidad, que 

pueden introducir errores en el análisis, se eliminaron mediante herramientas 

bioinformáticas de manejo de secuencias como Picard (215).  

A continuación, se realizó el alineamiento de las lecturas generadas frente al 

genoma humano de referencia (GRCh38) mediante búsqueda por homología. Para ello, 

se utilizaron diferentes software bioinformáticos especializados en el mapeo de lecturas 

que tienen en cuenta las uniones de empalme entre exones, como el algoritmo 

TopHat2 (216). Las lecturas no mapeadas o emparejadas incorrectamente durante el 

procesamiento inicial fueron remapeadas usando el algoritmo BWA-MEM (217).  

Tras el alineamiento, se utilizó el paquete de herramientas Cufflinks (218) para 

realizar un ensamblado de las secuencias con el objetivo de identificar los distintos 

transcritos presentes en las muestras. Después, se calcularon los niveles de expresión 

por gen, para lo cual se utilizó el programa HTSeq-count (219) que proporciona el 

recuento bruto por gen.  

Por último, la normalización y el análisis de expresión diferencial se llevó a cabo 

mediante el paquete DESeq2 (220). El criterio que se utilizó en la selección de los 

transcritos con expresión diferencial fue la presencia de un valor absoluto de fold change 

mayor a 1,5 y una significación estadística ajustada (Padj-valor) menor a 0,05. El ajuste 
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del P-valor para test múltiples se realizó mediante el método de Benjamini-Hochberg 

según el FDR (false discovery rate) (221). 

Análisis de enriquecimiento ontológico 

A continuación, se realizó un análisis de enriquecimiento ontológico con el 

objetivo de obtener una interpretación biológica de los transcritos seleccionados, 

identificando los procesos biológicos en los que intervienen. Para ello, se agruparon 

según la similitud de términos GO (Gene Ontology) relacionados con los procesos 

biológicos, su función molecular y su localización en componentes celulares, utilizando 

las herramientas ToppFun (ToppGene Suite) (222) y Clusterprofile (223). 

Para complementar el análisis, se examinaron las interacciones proteicas entre 

las proteínas codificadas por los transcritos seleccionados. Para ello, se utilizó el método 

de agrupación K-means del software STRING (224,225), que genera un mapa de 

asociaciones funcionales y físicas entre proteínas conocidas. Además, se utilizaron las 

bases de datos KEGG (226) y Reactome (227) para determinar las vías biológicas 

relacionadas con los transcritos seleccionados. 

3.4.2. Análisis de expresión génica 

a) Guía MIQE 

La guía MIQE (Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time 

PCR Experiments) (228) es una revisión que incluye un conjunto de directrices que 

describen la información mínima necesaria para realizar y publicar experimentos de 

reacción en cadena de la polimerasa a tiempo real o cuantitativa (qPCR). Todos los 

experimentos descritos en este trabajo se ajustan a las reglas y especificaciones para su 

correcta interpretación y para considerar los resultados de calidad suficiente para ser 

publicados. 
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b) Extracción de ARN 

Para su realización se utilizó el kit comercial Ambion RiboPureTM-Blood Kit 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.). Las muestras de sangre periférica se 

recogieron en tubos con anticoagulante EDTA y se alicuotaron mezclándose con el 

conservante RNAlater® solution (1300 µl por cada 450 µl de sangre). Este reactivo se 

utiliza para desactivar ARNasas y conservar el ARN de las muestras a -20 ºC hasta su 

procesamiento. 

Previamente a la extracción, las muestras se descongelaron a temperatura 

ambiente y se centrifugaron a 13 200 rpm durante 1 minuto. Tras la eliminación del 

sobrenadante, se añadieron 800 µl de solución de lisis y 50 µl de acetato sódico y se 

agitó mediante vórtex durante 2 minutos para conseguir la lisis celular. 

La purificación inicial del ARN se realizó mediante una extracción con 500 µl de 

fenol:cloroformo (proporción 24:1). Tras agitar mediante vórtex durante 1 minuto e 

incubar 5 minutos a temperatura ambiente, se centrifugó la muestra durante 1 minuto 

y se transfirió la fase acuosa o sobrenadante (1-1,2 ml) a un tubo nuevo. Después, se 

añadió la mitad de volumen (600 µl) de etanol 100 % y se mezcló por inversión. 

Para la purificación final del ARN se pasó la muestra a través de la membrana de 

una columna de afinidad en un tubo colector, pasando 700 µl cada vez. Se centrifugó 

durante 1 minuto y se descartó el eluido. Después, se realizó el lavado de la columna 

repitiendo el paso anterior con las soluciones de lavado, primero con 700 µl de la 

solución de lavado 1 y luego dos veces con 700 µl de la solución de lavado 2/3. Tras el 

último lavado, se centrifugó durante 1 minuto y se colocó la columna en un nuevo tubo. 

Finalmente, para obtener el ARN se añadieron sobre el filtro 50 µl de solución de elución 

(precalentada a 75 °C), se centrifugó durante 1 minuto y se volvió a pasar el eluido por 

el filtro repitiendo el paso anterior, recuperando el ARN en el tubo colector. 

El último paso consistió en un tratamiento enzimático para eliminar el ADN 

genómico que quede en la muestra. Para ello, se añadieron al eluido 3,5 µl de una 

solución con ADNasa (2,5 µl de buffer y 1 µl de DNAsa I) y se incubó durante 30 minutos 

a 37 °C. A continuación, se añadieron 10 µl de la resina de inactivación de ADNasas, se 
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incubó durante 2 minutos a temperatura ambiente y se centrifugó durante 1 minuto 

para precipitar la resina. El sobrenadante que contiene el ARN purificado se transfirió a 

un nuevo tubo. 

c) Cuantificación de ARN 

La cuantificación del ARN se realizó mediante el espectrofotómetro NanoDrop™ 

ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, MA, EE.UU.) utilizando una longitud de onda de 

260 nm (Figura 17). La calidad del ARN se comprobó mediante el ratio 260/280 nm que 

debe tener valores cercanos a 2,0 para indicar la ausencia de proteínas y el ratio 

260/230 nm entre 2,0-2,2 indicaría la ausencia de contaminación por restos de 

fenol (229). 

d) Concentración de ARN 

Se calculó el volumen necesario para obtener una cantidad de 500 ng de 

ARN/muestra. Puesto que para el proceso de retrotranscripción el volumen máximo 

debe ser 8 µl, aquellas muestras cuyo volumen resultó superior tuvieron que someterse 

a un proceso de concentración. Para ello, se utilizó el equipo Eppendorf Concentrator 

plus (Eppendorf, Hamburgo, Alemania) que se basa en la generación de vacío de manera 

delicada, eficiente y rápida. 

e) Síntesis de ADN complementario (ADNc) 

Para la retrotranscripción de ARN se utilizó el kit SuperScript® III First-Strand 

Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, EE.UU.). Este 

sistema detecta moléculas de tamaño entre 100 pb-12 kb y puede partir de una cantidad 

de ARN total entre 1 pg-50 μg. La enzima SuperScript® III RT es capaz de transcribir ARN 

en ADNc en un intervalo de temperatura entre 42-55 °C con una elevada especificidad y 

no se inhibe por la presencia de ARN ribosomal ni transferente. 



Material y métodos 

95 
 

Como indica el procedimiento del fabricante, el primer paso fue la 

desnaturalización del ARN junto a una mezcla de dNTP (10 mM) y hexámeros aleatorios 

(50 ng/μl), incubando a una temperatura de 65 °C durante 5 minutos. Después, 

manteniendo las muestras en hielo, se añadió la mezcla de síntesis de ADNc formada 

por Buffer RT (10X), MgCl2 (25 mM), DTT (0,1 M), RNaseOUT™ (40 U/μl) y SuperScript® 

III RT (200 U/μl). La solución resultante se sometió a tres pasos: anillamiento a 25 °C 

durante 10 minutos, elongación a 50 °C durante 50 minutos e inactivación de la reacción 

a 85 °C durante 5 minutos. Por último, se incubó con RNasa H (2 U/μl) a 37 °C durante 

20 minutos para eliminar la hebra de ARN molde y aumentar así la sensibilidad. Todo el 

proceso se realizó en el termociclador Multigene optimax (LabNet biotécnica SL, Madrid, 

España).  

La concentración final de ADNc se calculó dividiendo la cantidad inicial de ARN 

entre el volumen final obtenido tras la retrotranscripción. Las muestras se almacenaron 

a -20 °C hasta su utilización. 

𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶ó𝐶𝐶 𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐶𝐶 (𝐶𝐶𝑛𝑛/𝜇𝜇𝜇𝜇) =  
500 𝐶𝐶𝑛𝑛 𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴

20 𝜇𝜇𝜇𝜇
 = 25 𝐶𝐶𝑛𝑛/𝜇𝜇𝜇𝜇 𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐶𝐶 

Figura 17. Ejemplo de gráfica obtenida en la cuantificación y análisis de calidad del ARN mediante el 

equipo Nanodrop™ ND-1000. 
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f) PCR cuantitativa 

En cada experimento de qPCR se incluyeron muestras de controles, muestras de 

pacientes, controles negativos y un calibrador, que consiste en una muestra de ADNc de 

concentración conocida y sirve como control interensayo. Además, cada situación 

experimental se realizó por triplicado. 

Para la distribución de los reactivos y las muestras se utilizó el equipo epMotion® 

5070 (Eppendorf, Hamburgo, Alemania) y para el diseño de la placa de 96 pocillos el 

programa epBlue ID™ Version 10.000. La mezcla de reacción en cada pocillo contenía 

7,5 μl de Master Mix SYBR Green I (2X) (Roche Applied Science, Indianapolis, IN, EE.UU.), 

1,2 μl de los cebadores correspondientes (5 μM cada cebador), 5 μl de la solución de 

ADNc (20 ng) y agua libre de nucleasas hasta un volumen final de reacción de 15 μl.  

Para la amplificación del ADNc se utilizó el equipo LightCycler® 480 System II 

(Roche Applied Science, Indianapolis, IN, EE.UU.), empleando como fluoróforo SYBR 

Green I mediante el programa SYBR Green I 96-II que se describe en la tabla 2. 

Tabla 2. Programa de amplificación SYBR Green I 96-II utilizado en la qPCR. 

Programa Temperatura Tiempo Rampa Tª  

Activación Taq Polimerasa 95°C 10 min 4,4°C/s  

Amplificación     

Desnaturalización 95°C 10 s 4,4°C/s  

Anillamiento 60°C 10 s 2,2°C/s 45 ciclos 

Polimerización 72°C 10 s 4,4°C/s  

Melting curve 97°C  0,11°C/s  

Enfriamiento 40°C 30 s 2,2°C/s  

 

Diseño y estudio de eficiencia de los cebadores  

Las secuencias de los cebadores utilizados se muestran en la tabla 3 y se 

diseñaron mediante el software Primer3 (versión 0.4.0) (230). Se partió de las secuencias 

de sus genes específicos, que se encuentran en la base de datos USCS Genome 

Browser (231), y se diseñaron en las uniones entre exones para evitar la amplificación 
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de ADN genómico. Además, para que la amplificación funcione correctamente, los 

cebadores deben unirse específicamente a la secuencia de interés. Por ello, mediante el 

software Beacon Designer (232), se analizaron determinadas propiedades como la 

temperatura de anillamiento, el contenido en bases GC y la ausencia de dímeros y otras 

estructuras secundarias que pueden interferir en su estabilidad.  

Todos los cebadores fueron suministrados por Integrated DNA Technologies (IDT, 

Coralville, IA, EE.UU.), en forma de liofilizado, se reconstituyeron con agua libre de 

nucleasas y se almacenaron a -20 °C. 

Tabla 3. Secuencias de los cebadores utilizados para la qPCR. 

 Cebador Secuencia (5’ → 3’) 

IL5RA 
Forward TGAAAGAGTGAAGAACCGCC 

Reverse CCTGGCCTGAGAAATGCG 

GAPDH 
Forward CTCTGCTCCTCCTGTTCGAC 

Reverse ACGACCAAATCCGTTGACTC 

TBP 
Forward GAACATCATGGATCAGAACAACA 

Reverse ATAGGGATTCCGGGAGTCAT 

Para realizar el estudio de eficiencia de amplificación de los cebadores se 

utilizaron diluciones seriadas, entre un rango de 100-0,01 ng, de una muestra de ADNc 

de concentración conocida. A partir de los valores de Ct (Threshold Cycle) obtenidos en 

la qPCR, se generó la curva estándar en fase logarítmica para cada gen (Figura 18).  

La eficiencia de amplificación en porcentaje se calculó mediante la pendiente de 

la curva estándar, verificando que se situaba entre 100 ± 10 %. Para ello, se utilizó la 

siguiente fórmula: 

Eficiencia (%) = (10 (-1/pendiente) - 1) x 100 



Material y métodos 

98 
 

g) Análisis de expresión 

El análisis de expresión se realizó mediante un método de cuantificación relativa 

denominado método ΔΔCt, que emplea el valor del ciclo umbral Ct y considera la 

eficiencia del proceso de qPCR máxima e igual para los diferentes genes. Se siguieron las 

recomendaciones publicadas en el manual Guide to Performing Relative Quantitation of 

Gene Expression Using Real-Time Quantitative PCR (233). 

Los valores de Ct se obtuvieron a partir del análisis de las curvas de amplificación, 

mediante el software LigthCycler® 480 Software release Version 1.5.1.62. Además, 

también se analizaron las curvas de fusión y se determinaron las temperaturas de fusión 

(Tm: melting temperature) correspondientes a cada gen. De esta manera, se puede 

detectar la existencia de dímeros de cebador debidos a la inespecificidad del SYBR 

Green I, que producirían una sobreestimación del grado de expresión génica. 

Al ser un método de cuantificación relativa, es necesaria la utilización de un gen 

de referencia cuyos niveles de expresión deben de ser homogéneos en todas las 

muestras. De esta manera, se normaliza la cuantificación de la expresión de los genes 

problema y se evitan las desviaciones generadas por pequeñas variaciones en la 

cantidad inicial de ADNc en cada reacción. En nuestro caso, se utilizaron dos genes de 

Figura 18. Curva estándar del estudio de eficiencia de los cebadores de GAPDH. Se representa el valor 

logarítmico del factor de cada dilución frente al valor de Ct de cada dilución. 
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referencia ampliamente avalados en la bibliografía, GAPDH (Gliceraldehido-3-fosfato 

deshidrogenasa) y TBP (TATA-box binding protein). 

La reacción de amplificación de cada muestra se realizó por triplicado en pocillos 

independientes y se calculó la media de los valores de Ct de los tres replicados, 

comprobando siempre que la desviación estándar no fuese superior a 0,3. A 

continuación, se comparó primero el valor de Ct del gen problema frente al gen de 

referencia (ΔCt) y después frente al calibrador (ΔΔCt), eliminando así la variabilidad 

interensayo. Para ello, se utilizaron las siguientes fórmulas:  

ΔCt muestra = Ct gen problema – Ct gen de referencia 

ΔΔCt = ΔCt muestra problema – ΔCt muestra calibrador 

Finalmente, para obtener los datos de expresión relativa del gen de interés se 

empleó la siguiente fórmula: 

Expresión relativa = 2-ΔΔCt 

3.4.3. Análisis farmacogenético 

Se analizaron los niveles de expresión de IL5RA mediante qPCR, tal y como se ha 

descrito previamente. Se utilizaron dos condiciones experimentales en cada paciente; 

antes del tratamiento, para medir las condiciones basales de cada variable, y tras el 

tratamiento con varias dosis de benralizumab. 

El porcentaje de variación en las variables analizadas entre las dos condiciones 

experimentales se calculó mediante la siguiente fórmula: 

Δ (%) = (Valor final – Valor inicial / Valor inicial) x 100 
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3.5. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

3.5.1. Análisis descriptivo 

El análisis descriptivo de la población estudiada se llevó a cabo mediante el 

programa estadístico SPSS versión 21.0 (IBM, Chicago, EE.UU.). Las variables cualitativas 

fueron descritas en forma de proporciones en los diferentes grupos, mientras que para 

describir las variables cuantitativas se utilizaron medidas de tendencia central, como la 

media o la mediana, y medidas de dispersión, como la desviación estándar (DE) o el 

rango intercuartílico (RI). Previamente, se analizó la distribución de la población para 

comprobar la normalidad. 

3.5.2. Análisis bivariante y multivariante 

Se compararon los niveles de expresión de IL5RA entre el grupo de controles y 

los diferentes grupos de pacientes asmáticos mediante un análisis estadístico, con el fin 

de establecer una posible asociación. Para ello, se utilizó el programa estadístico SPSS 

versión 21.0 (IBM, Chicago, EE.UU.). Las pruebas estadísticas que se utilizaron se 

enumeran a continuación. 

- Prueba de Chi-cuadrado (χ2): se utilizó en el análisis de las variables 

cualitativas junto al método de Montecarlo. 

- Pruebas de Normalidad: se utilizó el test de Kolmogorov-Smirnov, mediante 

el método MonteCarlo, para estudiar la normalidad de la distribución de un 

conjunto de datos. 

- Prueba de Kruskal-Wallis: método no paramétrico que asume no normalidad 

en la distribución de los datos y que se utilizó para comparar las medias de 

más de dos grupos de muestras. 

- Prueba de ANOVA: prueba paramétrica utilizada en distribuciones normales 

para comparar las medias de más de dos grupos de muestras. 

- Test de Wilcoxon: método no paramétrico que se utilizó para comparar la 

media de dos muestras relacionadas. 
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Las diferencias se establecieron a partir de un nivel de significación P < 0,05. En 

aquellos casos en los que se encontró una asociación significativa, se realizó una 

regresión logística binaria ajustando para las posibles variables de confusión, como edad 

y sexo, con el objetivo de descartar la posible influencia de estas variables en la 

significación encontrada.  

3.5.3. Análisis de correlación 

Se realizó un análisis de correlación de Spearman entre los niveles de expresión 

de IL5RA y el recuento de eosinófilos de la población en el estudio de validación. En 

función del coeficiente de Spearman (ρ), se consideró: 

- Correlación fuerte: ρ > 0,80. 

- Correlación moderada: 0,50 ≤ ρ ≤ 0,80. 

- Correlación débil: ρ < 0,50. 

3.5.4. Análisis de sensibilidad y especificidad mediante curvas ROC 

Mediante un análisis de curvas ROC (Receiver Operating Characteristic) se 

calcularon los puntos de corte que determinaban la sensibilidad y la especificidad 

óptimas de posibles biomarcadores, como la expresión de IL5RA y el recuento de 

eosinófilos, para su posible aplicación clínica en el diagnóstico del asma. También se 

realizó dicho análisis combinando ambas variables mediante un modelo de regresión 

logística, tras comprobar la interacción entre ellas, utilizando el programa estadístico 

SPSS versión 21.0 (IBM, Chicago, EE.UU.). 

El área bajo la curva (AUC: Area Under the Curve) permitió evaluar de manera 

efectiva el poder de los test para discriminar la condición de los individuos en la 

población estudiada. La potencia estadística se evaluó mediante el intervalo de 

confianza al 95 % (IC95 %). Para la interpretación de las curvas ROC, se consideró el 

criterio de Swets (234): 
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- Test con baja exactitud: AUC (0,50-0,69). 

- Test útil para algunos propósitos: AUC (0,70-0,89). 

- Test con alta exactitud: AUC (0,90-1). 
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4. RESULTADOS 

4.1. ESTUDIO TRANSCRIPTÓMICO 

4.1.1. Características de la población a estudio 

 En este estudio se han analizado un total de 60 individuos, 30 controles y 

30 pacientes diagnosticados de asma alérgica por pólenes (Tabla 4). La distribución por 

sexos fue similar; el sexo femenino supuso el 51,7 % y el sexo masculino el 48,3 % del 

total de los individuos participantes. Se observó una media de edad significativamente 

mayor en el grupo de controles (Figura 19). Además, tanto la mediana de los niveles de 

IgE sérica como la mediana del recuento de eosinófilos fueron significativamente 

mayores en el grupo de pacientes, en cambio, no se observaron diferencias significativas 

en el recuento de neutrófilos. 

Tabla 4. Características de la población en el estudio transcriptómico. 

 N 
Sexo (%) Edad (años) IgE (kU/L) Eosinófilos/µl Neutrófilos/µl 

F M (Media ± DE) (Mediana ± RI) (Mediana ± RI) (Mediana ± RI) 

Controles 30 46,7 53,3 57 ± 17 46,7 ± 87,8 140 ± 154 3760 ± 2868 

Pacientes 30 56,7 43,3 30 ± 13 179,0 ± 239,0 310 ± 311 3295 ± 1970 

P-valor  0,606 < 0,001 < 0,001 < 0,001 0,389 

DE: desviación estándar; F: femenino; M: masculino; RI: rango intercuartílico. 

a) Grupo de controles 

En el grupo de controles se incluyeron 30 individuos que fueron caracterizados 

tras una evaluación clínica por parte de los facultativos del Servicio de Alergia del CAUSA. 

Todos ellos carecían de síntomas o antecedentes familiares de enfermedades alérgicas 

o respiratorias y presentaron pruebas cutáneas negativas en la batería de aeroalérgenos 

locales. La proporción por sexos se desplazó hacia el sexo masculino, que supuso el 

53,3 % de los controles frente al 46,7 % correspondiente al sexo femenino. La media de 

edad fue de 57 años (DE = 17). La mediana de los niveles séricos de IgE fue de 46,7 kU/L 
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(RI = 87,8). Además, la mediana del recuento de eosinófilos fue de 140/µl (RI = 154) y la 

mediana del recuento de neutrófilos fue de 3760/µl (RI = 2868). 

b) Grupo de pacientes 

En el grupo de pacientes se incluyeron 30 individuos que fueron diagnosticados 

de asma alérgica por monosensibilización a pólenes tras una evaluación clínica por parte 

de los facultativos del Servicio de Alergia del CAUSA. La proporción por sexos se desplazó 

ligeramente hacia el sexo femenino, que supuso el 56,7 % de los pacientes frente al 

43,3 % correspondiente al sexo masculino. La media de edad fue de 30 años (DE = 13). 

La mediana de los niveles séricos de IgE fue de 179 kU/L (RI = 239). Además, la mediana 

del recuento de eosinófilos fue de 310/µl (RI = 311) y la mediana del recuento de 

neutrófilos fue de 3295/µl (RI = 1970). 

Gravedad del asma 

La gravedad del asma se clasificó según las categorías establecidas por la 

GEMA (2). El asma persistente moderada fue la más frecuente (43,3 %) seguida del asma 

intermitente (33,3 %), mientras que el asma persistente grave fue poco frecuente 

(6,7 %) (Figura 20). 

Figura 19. Distribución por edades del grupo de controles y del grupo de pacientes en el estudio 

transcriptómico. 
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Antecedentes familiares 

Se recogieron los antecedentes familiares de asma y atopia de todos los 

pacientes. Se observó que el 30 % de los pacientes presentó algún tipo de antecedente 

(Figura 21). 
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Figura 20. Distribución de los pacientes según la gravedad del asma en el estudio transcriptómico. 

Figura 21. Antecedentes familiares de asma y atopia en pacientes diagnosticados de asma en el 

estudio transcriptómico. 
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Hipersensibilidad a los AINE y EREA 

Se recogieron datos sobre la hipersensibilidad a los AINE en todos los pacientes, 

observándose que ningún paciente presentó hipersensibilidad. 

Tratamiento con glucocorticoides e inmunoterapia 

Se recogieron los diferentes tratamientos que recibían los pacientes, 

observándose que el 53,3 % de los pacientes recibía tratamiento con glucocorticoides 

inhalados y el 46,7 % inmunoterapia específica con alérgenos (Figura 22). Ninguno de 

los pacientes recibía tratamiento con glucocorticoides orales. 

 

 

 

 

 

4.1.2. Análisis de expresión diferencial 

Con el objetivo de estudiar cambios en los niveles de expresión de transcritos 

entre el grupo de controles y el grupo de pacientes con asma alérgica, se realizó un 

análisis de expresión diferencial, observándose diferencias significativas entre ambos 

grupos (Padj-valor < 0,05). Se encontraron un total de 109 transcritos con expresión 

diferencial significativa y un valor absoluto de fold change > 1,5 (Figura 23), incluyendo 

transcritos codificantes y no codificantes, como lncRNA (long non-coding RNAs), miRNAs 

Figura 22. Tratamiento con glucocorticoides inhalados e inmunoterapia específica con alérgenos en 

pacientes diagnosticados de asma en el estudio transcriptómico. 
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(microRNAs), snRNAs (small nuclear RNAs) o snoRNAs (small nucleolar RNAs). Entre 

todos ellos, se seleccionaron los transcritos codificantes, obteniéndose un total de 44, 

de los cuales 21 transcritos estaban sobreexpresados (fold change > 1,5; Tabla 5) y 

23 transcritos estaban infraexpresados (fold change < -1,5; Tabla 6) en el grupo de 

pacientes con asma alérgica respecto al grupo de controles. 

 
Figura 23. Volcano plot del análisis de expresión diferencial entre el grupo de controles y el grupo de 

pacientes con asma alérgica. Cada transcrito está representado por un punto en función del log2 fold 

change (eje de abscisas) y log10 Padj-valor (eje de ordenadas). En rojo se muestran los transcritos que 

presentaron diferencias significativas entre ambos grupos (Padj < 0,05) y en azul se muestran los 

transcritos que, además, tuvieron un valor absoluto de fold change > 1,5. Se indican los nombres de los 

transcritos que tuvieron un valor absoluto de log2 fold change > 1. 
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Tabla 5. Listado de los 21 transcritos codificantes con expresión diferencial que se encontraron 

sobreexpresados en el grupo de pacientes con asma alérgica respecto al grupo de controles             

(fold change > 1,5 y Padj-valor < 0,05). 

Ensemble ID Gen Proteína codificada Fold change Padj-valor 

ENSG00000161905 ALOX15 15-lipoxigenasa de ácido 
araquidónico 2,45 3,50E-03 

ENSG00000091181 IL5RA Subunidad alfa del receptor de la 
interleucina 5 2,22 6,33E-05 

ENSG00000103056 SMPD3 Esfingomielina fosfodiesterasa-3 2,17 9,40E-05 

ENSG00000105205 CLC Galectina-10 2,05 1,03E-03 

ENSG00000183134 PTGDR2 Receptor 2 de la prostaglandina D2 1,99 7,44E-04 

ENSG00000134489 HRH4 Receptor de histamina H4 1,93 2,94E-04 

ENSG00000152207 CYSLTR2 Receptor 2 de cisteinil-leucotrienos 1,84 2,64E-06 

ENSG00000171659 GPR34 Receptor 34 acoplado a proteína G 1,83 1,94E-05 

ENSG00000143297 FCRL5 Proteína 5 tipo receptor Fc  1,75 3,19E-03 

ENSG00000255587 RAB44 Proteína Rab-44 relacionada con Ras  1,74 1,33E-03 

ENSG00000276231 PIK3R6 Subunidad reguladora 6 de la 
fosfoinositol 3-quinasa 1,67 1,43E-03 

ENSG00000174837 ADGRE1 Receptor E1 de adhesión acoplado a 
proteína G  1,65 6,93E-04 

ENSG00000030419 IKZF2 Proteína de dedo de zinc Helios 1,60 1,67E-05 

ENSG00000154358 OBSCN Obscurina 1,60 1,39E-03 

ENSG00000050438 SLC4A8 Intercambiador de cloro/bicarbonato 
mediado por sodio electroneutro 1,60 1,23E-04 

ENSG00000133317 LGALS12 Galectina-12 1,58 5,67E-03 

ENSG00000197937 ZNF347 Proteína de dedo de zinc 347 1,58 1,80E-03 

ENSG00000004799 PDK4 Piruvato deshidrogenasa quinasa 
isoforma 4 1,56 3,19E-03 

ENSG00000073605 GSDMB Gasdermina B 1,55 5,50E-04 

ENSG00000188822 CNR2 Receptor cannabinoide de tipo 2 1,53 3,41E-02 

ENSG00000214029 ZNF891 Proteína de dedo de zinc 891 1,52 1,45E-03 
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Tabla 6. Listado de los 23 transcritos codificantes con expresión diferencial que se encuentran 

infraexpresados en el grupo de pacientes con asma alérgica respecto al grupo de controles                 

(fold change < -1,5 y Padj-valor < 0,05). 

Ensemble ID Gen Proteína codificada Fold change Padj-valor 

ENSG00000118113 MMP8 Colagenasa de neutrófilos -2,75 1,27E-02 

ENSG00000012223 LTF Lactotransferrina -2,35 1,58E-02 

ENSG00000124469 CEACAM8 
Molécula de adhesión celular 
relacionada con el antígeno 

carcinoembrionario 8 
-2,19 3,90E-02 

ENSG00000118520 ARG1 Arginasa-1 -2,00 3,74E-03 

ENSG00000168209 DDIT4 Proteína 4 inducible por daño en el 
ADN -1,91 1,46E-02 

ENSG00000179094 PER1 Proteína circadiana periódica-1 -1,86 1,96E-02 

ENSG00000096006 CRISP3 Proteína 3 secretora rica en cisteína -1,78 3,47E-02 

ENSG00000005961 ITGA2B Integrina alfa-IIb -1,75 1,97E-02 

ENSG00000179869 ABCA13 Miembro 13 de la subfamilia A de 
proteínas transportadoras ABC -1,73 2,92E-02 

ENSG00000100985 MMP9 Metaloproteinasa de la matriz-9 -1,69 2,43E-02 

ENSG00000124102 PI3 Elafina -1,65 2,03E-02 

ENSG00000122025 FLT3 Receptor tirosina quinasa 3 tipo FMS -1,64 3,39E-03 

ENSG00000120885 CLU Clusterina -1,63 1,67E-02 

ENSG00000166091 CMTM5 Proteína 5 que contiene el dominio 
transmembrana MARVEL tipo CKLF -1,62 2,81E-02 

ENSG00000140479 PCSK6 Proproteína convertasa 
subtilisina/kexina tipo 6 -1,61 3,96E-02 

ENSG00000167476 JSRP1 Proteína 1 de unión al retículo 
sarcoplásmico -1,61 1,23E-03 

ENSG00000125148 MT2A Metalotioneína-2 -1,59 1,38E-02 

ENSG00000079308 TNS1 Tensina-1 -1,59 1,97E-02 

ENSG00000133069 TMCC2 Proteína 2 de dominios 
transmembrana y coiled-coil -1,56 1,17E-02 

ENSG00000185950 IRS2 Sustrato del receptor de la insulina 2 -1,54 7,48E-03 

ENSG00000184792 OSBP2 Proteína 2 de unión al oxisterol -1,54 2,43E-02 

ENSG00000274180 NATD1 NATD1 -1,52 6,54E-03 

ENSG00000163735 CXCL5 Quimiocina con motivo CXC-5 -1,51 3,49E-02 
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El mapa colorimétrico (heatmap) mostró también las diferencias de expresión de 

los 44 transcritos codificantes entre el grupo de controles y el grupo de pacientes con 

asma alérgica (Figura 24). 

Figura 24. Mapa colorimétrico (heatmap) de los 44 transcritos codificantes con expresión diferencial 

en el grupo de controles y el grupo de pacientes con asma alérgica. Los transcritos se representan en 

filas y los niveles de expresión de cada muestra en columnas. La escala de color de los niveles de 

expresión indica sobreexpresión (rojo) o infraexpresión (verde). Se empleó la agrupación jerárquica 

utilizando las distancias euclidianas para los transcritos, presentando el dendrograma de grupos en el 

lado izquierdo del gráfico. 
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4.1.3. Análisis de enriquecimiento ontológico 

Se realizó un análisis de enriquecimiento ontológico de los transcritos 

codificantes con expresión diferencial en el grupo de pacientes con asma alérgica 

respecto al grupo de controles. Para ello se agrupó la información en tres categorías; la 

participación en procesos biológicos, la función molecular y el componente celular. 

Procesos biológicos 

Predominaron aquellos relacionados con procesos celulares, sistema 

inmunitario, respuesta a estímulos y regulación biológica (Tabla 7). Destacaron procesos 

como “activación de leucocitos” (FDR 4,56E-03), “inmunidad mediada por leucocitos” 

(FDR 5,77E-03), “respuesta de defensa” (FDR 5,77E-03) y “regulación de procesos del 

sistema inmunitario” (FDR 2,68E-02). Además, en la mayoría de los procesos biológicos 

predominaron los transcritos infraexpresados, principalmente ARG1, CLU, FLT3, LTF, 

MMP8 y MMP9. No obstante, también estaban implicados con frecuencia transcritos 

sobreexpresados como ALOX15, CLC, CNR2, HRH4, IL5RA y PIK3R6. 

Funciones moleculares 

Las funciones más destacadas fueron “actividad endopeptidasa tipo serina” 

(FDR 3,24E-02), en la que estaban implicados transcritos infraexpresados como LTF, 

MMP8, MMP9, PCSK6 y PI3; y “actividad de señalización de receptores transmembrana” 

(FDR 4,35E-02), en la que estaban implicados ADGRE1, CNR2, CXCL5, CYSLTR2, HRH4, 

IL5RA, IRS2, ITGA2B, OBSCN, PIK3R6 y PTGDR2, siendo la mayoría de ellos 

sobreexpresados. 

Componente celular 

Predominaron los transcritos relacionados con “gránulos de secreción” 

(FDR 2,48E-03) como ABCA13, ARG1, CEACAM8, CLU, CRISP3, ITGA2B, LTF, MMP8, 

MMP9 y RAB44; “superficie celular” (FDR 7,74E-03) como ADGRE1, CEACAM8, CLU, 

FCRL5, FLT3, IL5RA, ITGA2B, LTF, PCSK y TNS1; y “matriz extracelular” (FDR 1,30E-02) 

como CLC, CLU, CRISP3, MMP8, MMP9, PCSK6 y PI3. 
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Tabla 7. Análisis de enriquecimiento ontológico de procesos biológicos de los transcritos codificantes 

con expresión diferencial en el grupo de pacientes con asma alérgica respecto al grupo de controles. 

Resumen de los principales procesos biológicos y los genes implicados.  

Proceso biológico Términos GO FDR Genes 

Procesos celulares    

Activación de leucocitos GO:0045321 4,56E-03 
ABCA13, ARG1, CEACAM8, CLC, CLU, 

CNR2, CRISP3, FLT3, IRS2, LTF, MMP8, 
MMP9, PIK3R6, RAB44 

Secreción GO:0046903 1,37E-02 
ABCA13, ARG1, CEACAM8, CLU, CRISP3, 
FLT3, IRS2, ITGA2B, LTF, MMP8, MMP9, 

PCSK6, RAB44, SMPD3 

Proliferación de leucocitos GO:0070661 1,78E-02 ARG1, CLC, CLU, FLT3, IL5RA, IRS2 

Vía de señalización 
mediada por citoquinas 

GO:0019221 4,34E-02 ALOX15, ARG1, CXCL5, FLT3, IL5RA, IRS2, 
MMP9, MT2A 

Transducción de señales GO:0023014 4,93E-02 ALOX15, CYSLTR2, FLT3, HRH4, IL5RA, 
IRS2, MMP8, PER1, PIK3R6 

Sistema inmunitario    

Inmunidad mediada por 
leucocitos GO:0002443 5,77E-03 

ABCA13, ARG1, CEACAM8, CLC, CLU, 
CRISP3, LTF, MMP8, MMP9, PIK3R6, 

RAB44 
Desgranulación de 

neutrófilos GO:0043312 8,37E-03 ABCA13, ARG1, CEACAM8, CRISP3, LTF, 
MMP8, MMP9, RAB44 

Respuesta a estímulos    

Respuesta de defensa GO:0006952 5,77E-03 
ALOX15, ARG1, CLU, CNR2, CRISP3, CXCL5, 
DDIT4, HRH4, IL5RA, LTF, MMP8, MMP9, 

MT2A, PER1, PIK3R6 

Respuesta inflamatoria GO:0006954 1,47E-02 ALOX15, CLU, CNR2, CXCL5, HRH4, IL5RA, 
MMP8, MMP9, PER1 

Respuesta celular al 
estímulo de 

glucocorticoides 
GO:0071385 3,07E-02 ARG1, DDIT4, FLT3 

Regulación biológica    

Regulación de procesos 
del sistema inmunitario GO:0002682 2,68E-02 

ALOX15, ARG1, CLC, CLU, CNR2, FLT3, 
IRS2, ITGA2B, LTF, MMP8, MMP9, PIK3R6, 

SMPD3 
Regulación de la 

producción de citoquinas GO:0001817 3,76E-02 ARG1, CLC, CLU, FLT3, IL5RA, LTF, MMP8, 
PER1 

Regulación de la 
activación de leucocitos GO:0002694 4,47E-02 ARG1, CLC, CNR2, FLT3, IRS2, MMP8, 

PIK3R6 

GO: gene ontology; FDR: false discovery rate, ajustado mediante el método de Benjamini-Hochberg. 

En cuanto a las principales vías biológicas implicadas, destacaron el sistema 

inmunitario innato (FDR 8,37E-03), la desgranulación de neutrófilos (FDR 5,93E-02) y la 

señalización mediante receptores acoplados a proteínas G (FDR 4,36E-01). 
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Además, se realizó una red de interacciones proteicas entre las proteínas 

codificadas por los transcritos con expresión diferencial con el objetivo de analizar la 

interacción entre ellas. Se identificaron cinco agrupaciones o clusters (A, B, C, D y E), que 

estaban formados por proteínas codificadas tanto por transcritos sobreexpresados 

como infraexpresados (Figura 25). 

Cluster A 

Formado por 10 proteínas, siendo 8 de ellas codificadas por transcritos 

expresados diferencialmente (ABCA13, ARG1, CEACAM8, FLT3, ITGA2B, LTF, MMP8 y 

RAB44), la mayoría de ellos infraexpresados. Se relacionó principalmente con procesos 

biológicos como “respuesta inmune”, “secreción celular”, “activación de leucocitos” y 

“desgranulación de neutrófilos”. 

Cluster B 

Formado por 6 proteínas, siendo 5 de ellas codificadas por transcritos 

expresados diferencialmente (CNR2, CXCL5, HRH4, IL5RA y PTGDR2), la mayoría de ellos 

sobreexpresados. Se relacionó principalmente con procesos biológicos como “respuesta 

a estímulos”, “respuesta inflamatoria”, “transducción de señales” y “regulación de la 

señalización”. 

Cluster C 

Formado por 8 proteínas, siendo 7 de ellas codificadas por transcritos 

expresados diferencialmente (CLU, IRS2, LGALS12, MMP9, PI3, PIK3R6 y TNS1). Se 

relacionó principalmente con procesos biológicos como “respuesta a estímulos” y 

“regulación de la señalización”. 

Cluster D 

Formado por 3 proteínas codificadas por transcritos expresados 

diferencialmente (ALOX15, CLC y CRISP3). Se relacionó con diferentes procesos 

biológicos entre los que destacaron “respuesta inmune”, “procesos metabólicos” y 

“regulación de procesos”. 
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Cluster E 

Formado por 4 proteínas, siendo 2 de ellas codificadas por transcritos 

expresados diferencialmente (PDK4 y PER1). Se relacionó con diferentes procesos 

biológicos entre los que destacaron “respuesta a estímulos”, “procesos metabólicos” y 

“regulación de procesos”. 

Figura 25. Red de interacciones proteicas entre las proteínas codificadas por los transcritos con 

expresión diferencial en el grupo de pacientes con asma alérgica respecto al grupo de controles. 

Obtenida mediante el software STRING. Cada nodo representa una proteína y la fuerza de las 

interacciones se indica mediante la intensidad de la línea. Los diferentes clusters se muestran en 

amarillo (A), azul oscuro (B), rojo (C), azul claro (D) y verde (E). 
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4.1.4. IL5RA en el estudio transcriptómico 

Entre todos los transcritos con expresión diferencial seleccionados al comparar 

el grupo de pacientes con asma alérgica con el grupo de controles, IL5RA llamó la 

atención por su posible papel como biomarcador en el asma. Esto fue debido a que en 

el análisis de expresión diferencial fue uno de los transcritos con mejores resultados, 

considerando fold change (2,22) y Padj-valor (6,33E-05), predominando entre los 

transcritos sobreexpresados. Además, en el análisis de enriquecimiento ontológico 

destacó su implicación en el sistema inmunitario al relacionarse con procesos biológicos 

como “respuesta inflamatoria”, “transducción de señales” y “vía de señalización 

mediada por citocinas”, siendo además su principal función molecular “receptor de 

citocinas”. En cuanto a su participación en vías biológicas, se relacionó con la cascada 

Ras/MAPK y la señalización mediada por interleucinas. 

Al relacionar los niveles de expresión de IL5RA con el recuento de eosinófilos en 

sangre periférica, destacó la presencia de una mayor homogeneidad en el grupo de 

controles respecto al grupo de pacientes con asma alérgica, donde la dispersión 

observada fue superior (Figura 26). 
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Figura 26. Correlación entre el recuento de eosinófilos en sangre periférica y los niveles de expresión 

relativa de IL5RA del grupo de controles y el grupo de pacientes con asma alérgica en el estudio 

transcriptómico. 
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4.2. ESTUDIO DE VALIDACIÓN 

4.2.1. Características de la población a estudio 

En este estudio se han analizado un total de 298 individuos, 100 controles y 

198 pacientes diagnosticados de asma (Tabla 8). La distribución por sexos estuvo 

ligeramente desplazada hacia el sexo femenino, que supuso el 58,7 % del total de los 

individuos participantes. Además, se observó una media de edad significativamente 

mayor en el grupo de controles (Figura 27). La mediana de los niveles de IgE sérica fue 

significativamente mayor en el grupo de pacientes. Los niveles de FeNO solo se 

valoraron en el grupo de pacientes. No se observaron diferencias significativas en 

relación al recuento de neutrófilos. 

Tabla 8. Características de la población en el estudio de validación. 

 N 
Sexo (%) Edad (años) IgE (kU/L) FeNO (ppb) 

F M (Media ± DE) (Mediana ± RI) (Mediana ± RI) 

Controles 100 66,0 34,0 57 ± 17 28,8 ± 57,7 - 

Pacientes 198 55,1 44,9 45 ± 19 173,0 ± 398,4 32 ± 34 

P-valor  0,081 < 0,001 < 0,001  

DE: desviación estándar; F: femenino; M: masculino; RI: rango intercuartílico. 

a) Grupo de controles 

En el grupo de controles se incluyeron 100 individuos que fueron caracterizados 

tras una evaluación clínica por parte de los facultativos del Servicio de Alergia del CAUSA. 

Todos ellos carecían de síntomas o antecedentes familiares de enfermedades alérgicas 

o respiratorias y presentaron pruebas cutáneas negativas en la batería de aeroalérgenos 

locales. La proporción por sexos se desplazó hacia el sexo femenino, que supuso el 66 % 

de los controles frente al 34 % correspondiente al sexo masculino. La media de edad fue 

de 57 años (DE = 17). La mediana de los niveles séricos de IgE fue de 28,8 kU/L (RI = 57,7). 

La mediana del recuento de neutrófilos fue de 3970/µl (RI = 2100). 
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b) Grupo de pacientes 

En el grupo de pacientes se incluyeron 198 individuos que fueron diagnosticados 

de asma tras una evaluación clínica por parte de los facultativos del Servicio de Alergia 

del CAUSA. La proporción por sexos se desplazó ligeramente hacia el sexo femenino, 

que supuso el 55,1 % de los pacientes frente al 44,9 % correspondiente al sexo 

masculino, aunque la diferencia no fue tan marcada como en el grupo de controles. La 

media de edad fue de 45 años (DE = 19). La mediana de los niveles séricos de IgE fue de 

173 kU/L (RI = 398,4) y la mediana de los niveles de FeNO fue de 32 ppb (RI = 34). La 

mediana del recuento de neutrófilos fue de 3680/µl (RI = 2240). 

Las características de los diferentes grupos de pacientes asmáticos estudiados en 

función de la presencia de atopia, poliposis nasosinusal, inicio del asma y eosinofilia se 

muestran en la tabla 9. La proporción por sexos en los diferentes grupos mantiene la 

tendencia descrita anteriormente, excepto en el caso del asma alérgica con poliposis 

nasosinusal, en el que se desplazó hacia el sexo masculino (60,5 %). La media de edad 

fue mayor en el asma no alérgica, 58 años (DE = 15), y en el asma de inicio tardío, 53 

años (DE = 15), respecto al resto de pacientes (P < 0,001). También se observó una media 

de edad mayor en los pacientes asmáticos con poliposis nasosinusal, 54 años (DE = 16), 

Figura 27. Distribución por edades del grupo de controles y del grupo de pacientes en el estudio de 

validación. 
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respecto a los pacientes que no la presentaban, 38 años (DE = 18) (P < 0,001). En cuanto 

a los niveles séricos de IgE, en el asma no alérgica se observó una mediana de 76,3 kU/L 

(RI = 114,6), notablemente inferior respecto a los pacientes con asma alérgica 

(P < 0,001). Además, los niveles de FeNO fueron mayores en los pacientes que 

presentaban asma con poliposis nasosinusal respecto a los pacientes que no la 

presentaban (P = 0,040). 

Tabla 9. Características de los grupos de pacientes asmáticos estudiados. 

 N 
Sexo (%) Edad (años) IgE (kU/L) FeNO (ppb) 

F M (Media ± DE) (Mediana ± RI) (Mediana ± RI) 

Asma no alérgica 77 61,0 39,0 58 ± 15   76,3 ± 114,6 29 ± 32 

ANA sin PN 34 73,5 26,5 56 ± 16   49,1 ± 100,9 18 ± 25 

ANA con PN 43 51,2 48,8 60 ± 14   83,0 ± 258,7 34 ± 28 

Asma alérgica 121 51,2 48,8 36 ± 16 301,5 ± 481,8 36 ± 46 

AA sin PN 83 56,6 43,4 31 ± 14 320,0 ± 457,0 34 ± 41 

AA con PN 38 39,5 60,5 47 ± 15 268,0 ± 642,0 42 ± 90 

Asma de inicio precoz 80 62,5 37,5 32 ± 17 268,0 ± 394,7 28 ± 34 

Asma de inicio tardío 118 50,0 50,0 53 ± 15 126,0 ± 406,1 33 ± 36 

Asma no eosinofílica 35 65,7 34,3 45 ± 17 104,1 ± 268,0 24 ± 18 

Asma eosinofílica 135 52,6 47,4 46 ± 20 193,0 ± 400,0 35 ± 37 

AA: asma alérgica; ANA: asma no alérgica; DE: desviación estándar; F: femenino; M: masculino; PN: 

poliposis nasosinusal; RI: rango intercuartílico. 

Influencia de la atopia y la poliposis nasosinusal 

El 61,1 % de los pacientes diagnosticados de asma presentó atopia, suponiendo 

el asma alérgica sin poliposis nasosinusal una mayor proporción que el asma alérgica 

con poliposis nasosinusal. Por otro lado, el 38,9 % de los pacientes asmáticos no 

presentó atopia, siendo similar la proporción entre el asma no alérgica sin poliposis 

nasosinusal y el asma no alérgica con poliposis nasosinusal (Figura 28). 
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Inicio del asma 

En cuanto a la edad de inicio del asma, el 40,4 % de los pacientes presentó asma 

de inicio precoz mientras que el 59,6 % presentó asma de inicio tardío (Figura 29). 

Además, se observó que el 82,5 % de los pacientes con asma de inicio precoz presentaba 

atopia y el 73,8 % no presentaba poliposis nasosinusal, mientras que en el asma de inicio 

tardío las proporciones fueron similares. 

Figura 28. Distribución de los pacientes asmáticos según la clasificación del asma por la presencia de 

atopia y/o poliposis nasosinusal en el estudio de validación. AA: asma alérgica; ANA: asma no alérgica; 

PN: poliposis nasosinusal. 

Figura 29. Distribución de los pacientes según edad de inicio del asma. 
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Eosinofilia 

Por otro lado, el 17,7 % de los pacientes presentó asma no eosinofílica mientras 

que el 68,2 % presentó asma eosinofílica (Figura 30). No se pudo disponer de los niveles 

de eosinófilos de algunos de los pacientes. 

Gravedad del asma 

La gravedad del asma se clasificó según las categorías establecidas por la 

GEMA (2). El asma persistente moderada fue la más frecuente (42,1 %) seguida del asma 

intermitente (25,9 %), mientras que el asma persistente grave fue la menos frecuente 

(13,7 %) (Figura 31). 

Figura 30. Distribución de los pacientes asmáticos según la ausencia o presencia de eosinofilia. 

Figura 31. Distribución de los pacientes según la gravedad del asma en el estudio de validación. 
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Sensibilización alérgica 

Entre los pacientes diagnosticados de atopia, el 66,9 % presentó 

polisensibilización a varios grupos de aeroalérgenos, siendo lo menos habitual la 

sensibilización a los cuatro grupos. En los pacientes monosensibilizados predominó la 

monosensibilización por los pólenes (57,5 %) frente a ácaros y epitelios (Figura 32). 

En general, el grupo de aeroalérgenos para el que más frecuentemente se 

observó sensibilización fue el de los pólenes (79,3 %), seguido de epitelios (61,1 %), 

ácaros (42,1 %) y hongos (21,5 %). 

Antecedentes familiares 

Se recogieron los antecedentes familiares de asma y atopia de todos los 

pacientes (Figura 33). Se observó que el 33,3 % de los pacientes presentó antecedentes 

de asma y el 30,8 % presentó antecedentes de atopia, siendo alérgicos el 77 % de ellos. 

En general, el 47,5 % de los pacientes presentó algún tipo de antecedente. 

Figura 32. Distribución de los pacientes según la sensibilización alérgica y los aeroalérgenos 

en monosensibilizados en el estudio de validación. 
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Hipersensibilidad a los AINE y EREA 

Se recogieron datos sobre la hipersensibilidad a los AINE en todos los pacientes, 

observándose que el 17,7 % presentó algún tipo de hipersensibilidad. La 

hipersensibilidad a los AINE respiratoria se observó con una frecuencia del 14,7 % frente 

a la hipersensibilidad a los AINE cutánea, que fue del 4,6 % (Figura 34). Solamente el 

1,5 % de los pacientes presentó ambas entidades.  

Aquellos pacientes asmáticos que, además de hipersensibilidad a los AINE, 

presentaron poliposis nasosinusal fueron diagnosticados de EREA. Se observó que el 

11,1 % de los pacientes presentó EREA, siendo el 4 % EREA con alergia y el 7,1 % EREA 

sin alergia (Figura 35). 

Figura 33. Antecedentes familiares de asma y atopia en pacientes diagnosticados de asma en el 

estudio de validación. 
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Figura 34. Hipersensibilidad a los antiinflamatorios no esteroideos (hAINE) respiratoria y cutánea en 

pacientes diagnosticados de asma en el estudio de validación. 

Figura 35. Presencia de enfermedad respiratoria exacerbada por los antiinflamatorios no 

esteroideos (EREA) con alergia y sin alergia en los pacientes diagnosticados de asma en el estudio de 

validación. 
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Tratamiento con glucocorticoides e inmunoterapia 

Se recogieron los diferentes tratamientos que recibían los pacientes, 

observándose que el 68,2 % de los pacientes recibía tratamiento con glucocorticoides 

inhalados y el 27,8 % inmunoterapia específica con alérgenos (Figura 36). 

4.2.2. Estudio de asociación de las variables clínicas con el recuento de 

eosinófilos y los niveles de expresión de IL5RA 

Se observó un incremento significativo tanto en el recuento de eosinófilos en 

sangre periférica como en los niveles de expresión de IL5RA en los pacientes asmáticos 

respecto al grupo de controles (P < 0,001). La mediana de eosinófilos fue 110 ± 110 en 

los controles frente a 310 ± 320 en los pacientes asmáticos y la mediana de los niveles 

de expresión de IL5RA fue 5,4 ± 5,5 en los controles frente a 9,4 ± 17,7 en los pacientes 

asmáticos (Tabla 10).  

Las diferencias descritas anteriormente también se observaron en los distintos 

grupos de pacientes asmáticos estudiados que se detallan a continuación, excepto en el 

caso del asma no eosinofílica, en el que no se observaron diferencias estadísticamente 

significativas en los niveles de expresión de IL5RA respecto al grupo de controles. 

Figura 36. Tratamiento con glucocorticoides inhalados e inmunoterapia específica con alérgenos en 

pacientes diagnosticados de asma en el estudio de validación. 
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Tabla 10. Recuento de eosinófilos y niveles de expresión relativa de IL5RA en pacientes asmáticos 

respecto a los controles. 

 N 
Eosinófilos/µl 

P-valor 
Expresión de IL5RA 

P-valor 
(Mediana ± RI) (Mediana ± RI) 

Controles 100 110 ± 110  5,4 ± 5,5  

Pacientes  198 310 ± 320 < 0,001   9,4 ± 17,7 < 0,001 

RI: rango intercuartílico. 

a) Influencia de la atopia y la poliposis nasosinusal 

El grupo de controles y el de pacientes diagnosticados de asma no alérgica 

presentaron diferencias estadísticamente significativas en el recuento de eosinófilos y 

los niveles de expresión de IL5RA (P < 0,001) (Tabla 11). La mediana de eosinófilos fue 

230 ± 310 y la mediana de los niveles de expresión de IL5RA fue 8,1 ± 18,1 en los 

pacientes con asma no alérgica. También se observaron diferencias significativas entre 

el grupo de controles y el de pacientes diagnosticados de asma alérgica (P < 0,001), en 

el que la mediana de eosinófilos fue 320 ± 290 y la mediana de los niveles de expresión 

de IL5RA fue 10,1 ± 17,8. Sin embargo, no se alcanzaron diferencias estadísticamente 

significativas ni en el recuento de eosinófilos ni en los niveles de expresión de IL5RA 

entre los pacientes con asma no alérgica y los pacientes con asma alérgica. 

En cuanto a la influencia de la poliposis nasosinusal, el grupo de controles y el de 

pacientes asmáticos presentaron diferencias estadísticamente significativas en el 

recuento de eosinófilos y los niveles de expresión de IL5RA tanto en ausencia como en 

presencia de poliposis nasosinusal (P < 0,001) (Tabla 11). La mediana de eosinófilos fue 

220 ± 240 en el asma sin poliposis nasosinusal y 405 ± 445 en el asma con poliposis 

nasosinusal, mientras que la mediana de los niveles de expresión de IL5RA fue 8,3 ± 12,3 

en el asma sin poliposis nasosinusal y 10,5 ± 21,0 en el asma con poliposis nasosinusal. 

No obstante, aunque se observaron diferencias significativas en el recuento de 

eosinófilos entre la ausencia y la presencia de poliposis nasosinusal (P < 0,001), no fue 

así para los niveles de expresión de IL5RA.  
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Además, respecto al grupo de controles, se observaron diferencias 

estadísticamente significativas en el recuento de eosinófilos y los niveles de expresión 

de IL5RA en relación a la ausencia o presencia de poliposis nasosinusal tanto en el asma 

no alérgica como en el asma alérgica (P ≤ 0,001) (Figura 37). Estas diferencias fueron 

menos notorias en los niveles de expresión de IL5RA en los pacientes con asma no 

alérgica sin poliposis nasosinusal (P = 0,052). También se observaron diferencias 

significativas en el recuento de eosinófilos entre la ausencia y la presencia de poliposis 

nasosinusal tanto en el asma no alérgica (P = 0,018) como en el asma alérgica (P < 0,001), 

siendo mayor la mediana de eosinófilos en los grupos con poliposis nasosinusal. No 

ocurrió igual con los niveles de expresión de IL5RA, ya que no se observaron diferencias 

estadísticamente significativas entre la ausencia y la presencia de poliposis nasosinusal 

ni en el asma no alérgica ni en el asma alérgica. No obstante, en el caso del asma no 

alérgica se observó cierta tendencia al aumento de los niveles de expresión de IL5RA con 

la presencia de poliposis nasosinusal, siendo la mediana 10,7 ± 19,7 frente a 6,1 ± 6,6 en 

el asma no alérgica sin poliposis nasosinusal. 

Tabla 11. Recuento de eosinófilos y niveles de expresión relativa de IL5RA según la presencia de atopia 

y/o poliposis nasosinusal en los pacientes asmáticos respecto a los controles. 

 N 
Eosinófilos/µl 

P-valor 
Expresión de IL5RA 

P-valor 
(Mediana ± RI) (Mediana ± RI) 

Controles 100 110 ± 110  5,4 ± 5,5  

Asma no alérgica 77 230 ± 310 < 0,001   8,1 ± 18,1 < 0,001 

ANA sin PN 34 185 ± 228    0,001 6,1 ± 6,6    0,052 

ANA con PN 43 350 ± 320 < 0,001 10,7 ± 19,7 < 0,001 

Asma alérgica 121 320 ± 290 < 0,001 10,1 ± 17,8 < 0,001 

AA sin PN 83 235 ± 250 < 0,001   9,3 ± 16,2 < 0,001 

AA con PN 38 460 ± 360 < 0,001 11,0 ± 26,3 < 0,001 

Asma sin PN 117 220 ± 240 < 0,001 8,3 ± 12,3 < 0,001 

Asma con PN 81 405 ± 445 < 0,001 10,5 ± 21,0 < 0,001 

AA: asma alérgica; ANA: asma no alérgica; PN: poliposis nasosinusal; RI: rango intercuartílico. 
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Figura 37. Recuento de eosinófilos y niveles de expresión relativa de IL5RA según la presencia de 

atopia y/o poliposis nasosinusal en los pacientes asmáticos. Se muestra la mediana ± rango 

intercuartílico. AA: asma alérgica; ANA: asma no alérgica; PN: poliposis nasosinusal. (*) Nivel de 

significación respecto a los controles y (#) entre los grupos de pacientes (ns: no significativo; # P ≤ 0,05; 

### P ≤ 0,001; *** P ≤ 0,001). 
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b) Inicio del asma 

El grupo de controles y el de pacientes diagnosticados de asma de inicio precoz 

presentaron diferencias estadísticamente significativas en el recuento de eosinófilos y 

los niveles de expresión de IL5RA (P < 0,001) (Tabla 12). La mediana de eosinófilos fue 

310 ± 263 y la mediana de los niveles de expresión de IL5RA fue 8,6 ± 15,7 en los 

pacientes con asma de inicio precoz. También se observaron diferencias significativas 

entre el grupo de controles y el de pacientes diagnosticados de asma de inicio tardío 

(P < 0,001), en el que la mediana de eosinófilos fue 295 ± 345 y la mediana de los niveles 

de expresión de IL5RA fue 10,0 ± 18,6. Sin embargo, no hubo diferencias 

estadísticamente significativas ni en el recuento de eosinófilos ni en los niveles de 

expresión de IL5RA entre los pacientes con asma de inicio precoz y asma de inicio 

tardío (Figura 38). 

Tabla 12. Recuento de eosinófilos y niveles de expresión relativa de IL5RA según inicio del asma en los 

pacientes respecto a los controles. 

 N 
Eosinófilos/µl 

P-valor 
Expresión de IL5RA 

P-valor 
(Mediana ± RI) (Mediana ± RI) 

Controles 100 110 ± 110  5,4 ± 5,5  

Asma de inicio precoz 80 310 ± 263 < 0,001   8,6 ± 15,7 < 0,001 

Asma de inicio tardío 118 295 ± 345 < 0,001 10,0 ± 18,6 < 0,001 

RI: rango intercuartílico. 
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Figura 38. Recuento de eosinófilos y niveles de expresión relativa de IL5RA según inicio del asma en 

los pacientes respecto a los controles. Se muestra la mediana ± rango intercuartlico (*** P ≤ 0,001). 
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c) Eosinofilia 

El grupo de controles y el de pacientes diagnosticados de asma no eosinofílica 

presentaron diferencias estadísticamente significativas en el recuento de eosinófilos 

(P = 0,011) pero no hubo diferencias significativas en los niveles de expresión de IL5RA 

(Tabla 13). La mediana de eosinófilos fue 90 ± 70 y la mediana de los niveles de expresión 

de IL5RA fue 4,8 ± 4,5 en los pacientes con asma no eosinofílica. También se observaron 

diferencias significativas entre el grupo de controles y el de pacientes diagnosticados de 

asma eosinofílica (P < 0,001), en el que la mediana de eosinófilos fue 360 ± 310 y la 

mediana de los niveles de expresión de IL5RA fue 12,0 ± 19,1. Además, hubo diferencias 

estadísticamente significativas tanto en el recuento de eosinófilos como en los niveles 

de expresión de IL5RA entre los pacientes con asma no eosinofílica y asma eosinofílica 

(P < 0,001) (Figura 39). 

Tabla 13. Recuento de eosinófilos y niveles de expresión relativa de IL5RA según ausencia o presencia 

de eosinofilia en los pacientes asmáticos respecto a los controles. 

 N 
Eosinófilos/µl 

P-valor 
Expresión de IL5RA 

P-valor 
(Mediana ± RI) (Mediana ± RI) 

Controles 100 110 ± 110  5,4 ± 5,5  

Asma no eosinofílica 35 90 ± 70    0,011 4,8 ± 4,5    0,316 

Asma eosinofílica 135 360 ± 310 < 0,001 12,0 ± 19,1 < 0,001 

RI: rango intercuartílico. 
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Figura 39. Recuento de eosinófilos y niveles de expresión relativa de IL5RA según ausencia o 

presencia de eosinofilia en los pacientes asmáticos. Se muestra la mediana ± rango intercuartílico. (*) 

Nivel de significación respecto a los controles y (#) entre los grupos de pacientes (ns: no significativo; * P 

≤ 0,05; ### P ≤ 0,001; *** P ≤ 0,001). 
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d) Gravedad del asma

Se observó un incremento significativo tanto en el recuento de eosinófilos como 

en los niveles de expresión de IL5RA según la gravedad del asma en los pacientes 

respecto a los controles (P < 0,001) (Tabla 14). Además, se observaron diferencias 

estadísticamente significativas en el recuento de eosinófilos entre los pacientes con 

asma intermitente y asma persistente grave (P = 0,010) (Figura 40). La mediana de 

eosinófilos fue 280 ± 210 en el asma intermitente frente a 440 ± 660 en el asma 

persistente grave. No ocurrió igual con los niveles de expresión de IL5RA, ya que no se 

alcanzaron diferencias estadísticamente significativas entre los pacientes con asma 

intermitente y asma persistente grave. No obstante, se observó cierta tendencia al 

aumento de los niveles de expresión de IL5RA con la gravedad del asma, siendo en el 

asma intermitente los más bajos y en el asma persistente grave los más elevados, con 

unas medianas de 7,5 ± 9,3 y 16,3 ± 30,7 respectivamente. Así como una notable 

dispersión en el asma persistente leve que no se observó en el recuento de eosinófilos. 

Tabla 14. Recuento de eosinófilos y niveles de expresión relativa de IL5RA según gravedad del asma 

respecto a los controles. 

N 
Eosinófilos/µl 

P-valor 
Expresión de IL5RA 

P-valor 
(Mediana ± RI) (Mediana ± RI) 

Controles 100 110 ± 110 5,4 ± 5,5 

Asma intermitente 51 280 ± 210 < 0,001 7,5 ± 9,3   0,001 

Asma persistente leve 36 360 ± 303 < 0,001 10,1 ± 27,0 < 0,001 

Asma persistente moderada 83 265 ± 303 < 0,001  9,1 ± 14,2 < 0,001 

Asma persistente grave 27 440 ± 660 < 0,001 16,3 ± 30,7 < 0,001 

RI: rango intercuartílico. 
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Figura 40. Recuento de eosinófilos y niveles de expresión relativa de IL5RA según gravedad del asma. 

Se muestra la mediana ± rango intercuartílico. (*) Nivel de significación respecto a los controles y (#) 

entre el asma intermitente y el asma persistente grave (ns: no significativo; ## P ≤ 0,01; *** P ≤ 0,001).
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e) Sensibilización alérgica 

Se observaron diferencias estadísticamente significativas tanto en el recuento de 

eosinófilos como en los niveles de expresión de IL5RA en los pacientes asmáticos 

monosensibilizados respecto al grupo de controles (P < 0,001) (Tabla 15). La mediana de 

eosinófilos fue 375 ± 348 y la mediana de los niveles de expresión de IL5RA fue 

10,0 ± 26,4 en los pacientes monosensibilizados. Estas diferencias también se 

observaron en el grupo de pacientes polisensibilizados (P < 0,001), en el que la mediana 

de eosinófilos fue 310 ± 280 y la mediana de los niveles de expresión de IL5RA fue 

10,2 ± 13,7. Sin embargo, no hubo diferencias estadísticamente significativas ni en el 

recuento de eosinófilos ni en los niveles de expresión de IL5RA entre los pacientes 

asmáticos monosensibilizados y los polisensibilizados. 

En cuanto a los grupos de aeroalérgenos, se observaron diferencias 

estadísticamente significativas tanto en el recuento de eosinófilos como en los niveles 

de expresión de IL5RA entre el grupo de controles y los pacientes con pruebas cutáneas 

positivas a pólenes, ácaros, epitelios u hongos (P < 0,001) También se observaron 

diferencias significativas en el recuento de eosinófilos y en los niveles de expresión de 

IL5RA entre el grupo de controles y los pacientes monosensibilizados a pólenes 

(P < 0,001). Las medianas en este caso fueron las más elevadas, con valores de 410 ± 250 

en el recuento de eosinófilos y 17,8 ± 29,4 en los niveles de expresión de IL5RA. Sin 

embargo, no se observaron diferencias significativas en los niveles de expresión de IL5RA 

en los pacientes monosensibilizados a ácaros o epitelios, aunque sí se observaron en el 

recuento de eosinófilos (P = 0,030 y P = 0,014 respectivamente).
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Tabla 15. Recuento de eosinófilos y niveles de expresión relativa de IL5RA según la sensibilización 

alérgica en los pacientes asmáticos respecto a los controles. 

 N 
Eosinófilos/µl 

P-valor 
Expresión de IL5RA 

P-valor 
(Mediana ± RI) (Mediana ± RI) 

Controles 100 110 ± 110  5,4 ± 5,5  

Monosensibilizados 40 375 ± 348 < 0,001 10,0 ± 26,4 < 0,001 

MS a pólenes 23 410 ± 250  < 0,001 17,8 ± 29,4 < 0,001 

MS a ácaros 10 260 ± 455    0,030   9,2 ± 18,2    0,093 

MS a epitelios 7 400 ± 603    0,014   8,3 ± 72,6    0,078 

Polisensibilizados 81 310 ± 280 < 0,001 10,2 ± 13,7 < 0,001 

PC (+) a polénes 96 360 ± 290 < 0,001 12,0 ± 17,7 < 0,001 

PC (+) a ácaros 51 310 ± 345 < 0,001 9,5 ± 12,0 < 0,001 

PC (+) a epitelios 74 310 ± 270 < 0,001 11,0 ± 16,5 < 0,001 

PC (+) a hongos 26 300 ± 268 < 0,001 8,3 ± 12,0     0,001 

MS: monosensibilizados; PC (+): pruebas cutáneas positivas; RI: rango intercuartílico. 

f) Hipersensibilidad a los AINE y EREA 

Se observó un incremento significativo tanto en el recuento de eosinófilos como 

en los niveles de expresión de IL5RA en los pacientes sin hipersensibilidad a los AINE 

respecto a los controles (P < 0,001) (Tabla 16). La mediana de eosinófilos fue 300 ± 320 

y la mediana de los niveles de expresión de IL5RA fue 9,5 ± 18,2 en los pacientes sin 

hipersensibilidad a los AINE. Estas diferencias también se observaron en los pacientes 

con hipersensibilidad a los AINE respiratoria (P < 0,001), en los que la mediana de 

eosinófilos fue 270 ± 270 y la mediana de los niveles de expresión de IL5RA fue 

9,9 ± 14,2; y en los pacientes con hipersensibilidad a los AINE cutánea, en los que la 

mediana de eosinófilos fue 345 ± 250 (P < 0,001) y la mediana de los niveles de expresión 

de IL5RA fue 9,9 ± 13,5 (P = 0,024). Sin embargo, no hubo diferencias estadísticamente 

significativas ni en el recuento de eosinófilos ni en los niveles de expresión de IL5RA 

entre los pacientes con hipersensibilidad a los AINE respecto a los pacientes sin 

hipersensibilidad a los AINE.  
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Tabla 16. Recuento de eosinófilos y niveles de expresión relativa de IL5RA según la hipersensibilidad a 

los AINE en los pacientes asmáticos respecto a los controles. 

 N 
Eosinófilos/µl 

P-valor 
Expresión de IL5RA 

P-valor 
(Mediana ± RI) (Mediana ± RI) 

Controles 100 110 ± 110  5,4 ± 5,5  

Sin hAINE 160 300 ± 320 <0,001 9,5 ± 18,2 <0,001 

hAINE respiratoria 29 270 ± 270 <0,001 9,9 ± 14,2 <0,001 

hAINE cutánea 9 345 ± 250 <0,001 9,9 ± 13,5 0,024 

hAINE: hipersensibilidad a los antiinflamatorios no esteroideos; RI: rango intercuartílico. 

En cuanto a la presencia de EREA, se observaron diferencias estadísticamente 

significativas tanto en el recuento de eosinófilos como en los niveles de expresión de 

IL5RA en los pacientes sin EREA respecto a los controles (P < 0,001) (Tabla 17). La 

mediana de eosinófilos fue 300 ± 320 y la mediana de los niveles de expresión de IL5RA 

fue 9,0 ± 18,2 en los pacientes sin EREA. Estas diferencias también se observaron en los 

pacientes con EREA sin alergia, en los que la mediana de eosinófilos fue 190 ± 255 

(P = 0,002) y la mediana de los niveles de expresión de IL5RA fue 8,3 ± 15,3; y en los 

pacientes con EREA y alergia, en los que la mediana de eosinófilos fue 360 ± 290 

(P < 0,001) y la mediana de los niveles de expresión de IL5RA fue 12,0 ± 24,0 (P = 0,001). 

Sin embargo, no hubo diferencias significativas ni en el recuento de eosinófilos ni en los 

niveles de expresión de IL5RA entre los pacientes con EREA y los pacientes sin EREA, 

aunque se observó cierta tendencia al aumento en los pacientes con EREA y alergia. 

Tabla 17. Recuento de eosinófilos y niveles de expresión relativa de IL5RA según presencia de EREA en 

los pacientes asmáticos respecto a los controles. 

 N 
Eosinófilos/µl 

P-valor 
Expresión de IL5RA 

P-valor 
(Mediana ± RI) (Mediana ± RI) 

Controles 100 110 ± 110  5,4 ± 5,5  

Asma sin EREA 176 300 ± 320 <0,001 9,0 ± 18,2 <0,001 

EREA sin alergia 14 190 ± 255   0,002 8,3 ± 15,3   0,043 

EREA con alergia 8 360 ± 290 <0,001 12,0 ± 24,0   0,001 

EREA: enfermedad respiratoria exacerbada por los antiinflamatorios no esteroideos; RI: rango 

intercuartílico. 
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g) Tratamiento con glucocorticoides e inmunoterapia 

No se observaron diferencias estadísticamente significativas ni en el recuento de 

eosinófilos ni en los niveles de expresión de IL5RA entre los pacientes que recibían 

tratamiento con glucocorticoides inhalados respecto a los pacientes que no los recibían 

(Tabla 18). La mediana de eosinófilos fue 310 ± 260 en los pacientes sin tratamiento 

frente a 310 ± 330 en los pacientes tratados con glucocorticoides inhalados y las 

medianas de los niveles de expresión de IL5RA fueron 8,9 ± 16,8 y 9,9 ± 17,9 

respectivamente. Tampoco se observaron diferencias significativas ni en el recuento de 

eosinófilos ni en los niveles de expresión de IL5RA entre los pacientes que recibían 

inmunoterapia específica con alérgenos respecto a los pacientes que no la recibían. La 

mediana de eosinófilos fue 300 ± 325 en los pacientes que no recibían inmunoterapia 

frente a 350 ± 280 en los pacientes que la recibían y las medianas de los niveles de 

expresión de IL5RA fueron 9,4 ± 18,0 y 9,5 ± 14,7 respectivamente. 

Tabla 18. Recuento de eosinófilos y niveles de expresión relativa de IL5RA según tratamiento con 

glucocorticoides inhalados o inmunoterapia específica con alérgenos respecto a los pacientes sin 

tratamiento. 

 N 
Eosinófilos/µl 

P-valor 
Expresión de IL5RA 

P-valor 
(Mediana ± RI) (Mediana ± RI) 

Sin glucocorticoides inhalados 62 310 ± 260  8,9 ± 16,8  

Con glucocorticoides inhalados 135 310 ± 330 0,958 9,9 ± 17,9 0,893 

Sin inmunoterapia 142 300 ± 325  9,4 ± 18,0  

Con inmunoterapia 55 350 ± 280 0,557 9,5 ± 14,7 0,854 

RI: rango intercuartílico. 

4.2.3. Estudio de correlación entre el recuento de eosinófilos y los niveles de 

expresión de IL5RA 

Se analizó la relación entre el recuento de eosinófilos en sangre periférica y los 

niveles de expresión relativa de IL5RA en la población a estudio, obteniéndose una 

correlación positiva moderada (ρ = 0,638; P < 0,001). Los coeficientes de correlación en 

los diferentes grupos estudiados se muestran en la tabla 19. Se observó una correlación 
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positiva débil en el grupo de controles mientras que, en general, en los diferentes grupos 

de pacientes las correlaciones fueron positivas moderadas, siendo la correlación más 

elevada en el grupo de asma de inicio tardío (ρ = 0,638; P < 0,001), destacando también 

el asma con poliposis nasosinusal (ρ = 0,617; P < 0,001) y el asma no alérgica (ρ = 0,614; 

P < 0,001). 

Dado que los basófilos también expresan IL5RA, se analizó igualmente la relación 

entre el recuento de basófilos en sangre periférica y los niveles de expresión relativa de 

IL5RA en la población a estudio, obteniéndose una correlación positiva débil (ρ = 0,318; 

P < 0,001). Tal y como se observa en la tabla 19, no existe correlación ni en el grupo de 

controles ni en algunos grupos de pacientes, como el asma sin poliposis nasosinusal o el 

asma de inicio precoz. Tampoco se observaron cambios en el coeficiente de correlación 

al estudiar la relación entre el recuento de eosinófilos y basófilos en conjunto y los 

niveles de expresión relativa de IL5RA, siendo similar a lo observado en el caso del 

recuento de eosinófilos. Además, se analizó la relación de los niveles de expresión 

relativa de IL5RA con otros tipos celulares, obteniéndose una ausencia de correlación en 

el caso de los linfocitos (ρ = 0,073; P = 0,261; datos no mostrados) y una correlación 

negativa débil en el caso de los neutrófilos (ρ = -0,179; P = 0,006) que se observó 

únicamente en algunos grupos de pacientes (Tabla 19).  

Por otro lado, destacó la existencia de individuos que, con el mismo recuento de 

eosinófilos, presentaron valores muy variables en cuanto a los niveles de expresión de 

IL5RA (Figura 41). Por ejemplo, para recuentos de 200 eosinófilos/μl se observaron 

niveles de expresión de IL5RA comprendidos entre 4 y 32 fold change. También ocurrió 

lo mismo al contrario, es decir, individuos con similares niveles de expresión de IL5RA 

presentaron diferente recuento de eosinófilos. Por ejemplo, para niveles de expresión 

de IL5RA próximos a 7 fold change se observaron recuentos de eosinófilos 

comprendidos entre 60 y 700/μl.  
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Tabla 19. Coeficientes de correlación de Spearman entre el recuento de eosinófilos, basófilos y 

neutrófilos con los niveles de expresión de IL5RA en el grupo de controles y los diferentes grupos de 

pacientes. 

 Eosinófilos Basófilos Eosinófilos + Basófilos Neutrófilos 

Controles 0,439* 0,084 0,420* 0,088 

Pacientes  0,605* 0,287* 0,618* -0,190* 

Asma no alérgica 0,614* 0,351* 0,608* -0,094 

Asma alérgica 0,585* 0,200* 0,588* -0,221* 

Asma sin PN 0,557* 0,085 0,551* -0,201* 

Asma con PN 0,617* 0,364* 0,617* -0,115 

Asma de inicio precoz 0,516* 0,093 0,506* -0,151 

Asma de inicio tardío 0,638* 0,361* 0,640* -0,156 

Asma no eosinofílica 0,412* 0,084 0,397* -0,007 

Asma eosinofílica 0,551* 0,262* 0,550* -0,197* 

Asma intermitente 0,483* -0,007 0,463* -0,071 

Asma persistente 
grave 0,560* 0,236* 0,563* -0,104 

PN: poliposis nasosinusal; * Grupos en los que se observan diferencias significativas. 

Además, al representar el recuento de eosinófilos en cuartiles (Figura 42), se 

observó un incremento dependiente del recuento de eosinófilos tanto en los niveles de 

expresión de IL5RA como en la dispersión, obteniéndose diferencias significativas entre 

los diferentes cuartiles (P < 0,001). Así, la mediana de los niveles de expresión de IL5RA 

fue de 4,8 ± 3,8 en el cuartil 1, donde se encontraban los recuentos más bajos de 

eosinófilos, y aumentó progresivamente en los cuartiles 2 y 3. Destaca el cuartil 4, donde 

se encontraban los recuentos más altos de eosinófilos y en el que el incremento de la 

mediana de los niveles de expresión de IL5RA se triplicó, alcanzando un valor de 

25,7 ± 25,1 



Resultados 

142 

Expresión relativa de IL5RA

Eo
si

nó
fil

os
/µ

l

0 5 10
0

100

200

300

400

500

1000

1500

2000

20 40 60 80

Controles
Pacientes asmáticos

5,4

C1

C3

C2

C4

Expresión relativa de IL5RA

Cu
ar

til
es

 d
el

 re
cu

en
to

 d
e 

eo
si

nó
fil

os

0 10 20 30 40

0-100

100-200

200-367

367-2000

***

***

***

Figura 41. Correlación entre el recuento de eosinófilos en sangre periférica y los niveles de expresión 

relativa de IL5RA del grupo de controles y el grupo de pacientes asmáticos en el estudio de validación. 

Se representan los cuatro cuadrantes (C1-C4) obtenidos al dividir según los valores de normalidad para el 

recuento de eosinófilos (300/µl) y los niveles de expresión de IL5RA (5,4 fold change). Las flechas verdes 

indican un valor constante de eosinófilos para el que se observan diferentes valores de expresión de 

IL5RA, y viceversa. 

Figura 42. Niveles de expresión de IL5RA en los cuartiles del recuento de eosinófilos de la población en 

el estudio de validación. Se muestra la mediana ± rango intercuartílico y el nivel de significación 

respecto al cuartil 1 (*** P ≤ 0,001). 
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En cuanto a la distribución en los diferentes cuadrantes (Figura 41), se 

encontraron diferencias estadísticamente significativas entre el grupo de controles y el 

grupo de pacientes asmáticos (P < 0,001). Todos los controles, excepto tres, tuvieron un 

recuento de eosinófilos normal, observándose dos poblaciones en el grupo de controles. 

El 48,4 % de los controles que presentaron niveles normales de expresión de IL5RA se 

localizó en el cuadrante 1 y el 48,4 % de los controles que presentaron niveles elevados 

de expresión de IL5RA se localizó en el cuadrante 2. A su vez, los pacientes mostraron 

una alta dispersión en los niveles de expresión de IL5RA, que fue más destacada en 

aquellos pacientes con elevado recuento de eosinófilos. Aunque existía cierta 

correlación entre el recuento de eosinófilos y los niveles de expresión de IL5RA, hubo 

pacientes con un recuento de eosinófilos normal y niveles elevados de expresión de 

IL5RA, y viceversa. Estos pacientes representaron el 33,5 % y se localizaron en los 

cuadrantes 2 y 3. Al contrario que en el grupo de controles, aproximadamente la mitad 

de los pacientes (46,5 %) presentaron elevación tanto del recuento de eosinófilos como 

de los niveles de expresión de IL5RA, localizándose en el cuadrante 4, mientras que solo 

un 20 % con valores normales se localizó en el cuadrante 1. Todos los datos de la 

distribución de la población a estudio en los diferentes cuadrantes se muestran en la 

tabla 20. Los diferentes grupos de pacientes asmáticos estudiados se detallan a 

continuación. 

a) Atopia

No se encontraron diferencias estadísticamente significativas en cuanto a la 

distribución en cuadrantes entre los pacientes con asma no alérgica y asma alérgica. 

Aproximadamente un tercio de los pacientes de ambos grupos presentó discordancias 

en el recuento de eosinófilos y los niveles de expresión de IL5RA, localizándose en los 

cuadrantes 2 y 3. Además, el 45 % de los pacientes de ambos grupos presentó elevación 

del recuento de eosinófilos y de los niveles de expresión de IL5RA, localizándose en el 

cuadrante 4, mientras que solo un 20 % con valores normales se localizó en el 

cuadrante 1 (Figura 43), tal y como se ha descrito previamente. 
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Tabla 20. Distribución en los cuatro cuadrantes del grupo de controles y los diferentes grupos de 

pacientes. Los cuadrantes (C1-C4) se obtuvieron según los valores de normalidad para el recuento de 

eosinófilos (300/µl) y los niveles de expresión de IL5RA (5,4 fold change). Los datos se muestran en 

porcentajes. 

C1 C2 C3 C4 P-valor* 

Controles (N = 95) 48,4 48,4 0,0 3,2 

Pacientes (N = 170) 20,0 29,4 4,1 46,5 < 0,001 

Asma no alérgica (N = 71) 26,8 29,6 2,8 40,8 

Asma alérgica (N = 99) 15,2 29,3 5,0 50,5   0,250 

Asma sin PN (N = 100) 21,0 40,0 5,0 34,0 

Asma con PN (N = 70) 18,6 14,3 2,8 64,3 < 0,001 

Asma intermitente (N = 40) 25,0 32,5 10,0 32,5 

Asma persistente leve (N = 28) 21,4 21,4 3,6 53,6 

Asma persistente moderada (N = 74) 16,2 36,5 1,4 45,9 

Asma persistente grave (N = 27) 22,2 14,8 3,7 59,3   0,137 

C: cuadrante; PN: poliposis nasosinusal; *P-valor obtenido de la comparación entre los grupos de 

controles vs. pacientes; asma no alérgica vs. asma alérgica; asma sin PN vs. asma con PN; y asma 

intermitente vs. asma persistente grave, respectivamente. 
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Figura 43. Correlación entre el recuento de eosinófilos en sangre periférica y los niveles de expresión 

relativa de IL5RA de los pacientes con asma no alérgica y asma alérgica en el estudio de validación. Se 

representan los cuatro cuadrantes (C1-C4) obtenidos al dividir según los valores de normalidad para el 

recuento de eosinófilos (300/µl) y los niveles de expresión de IL5RA (5,4 fold change). 
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b) Poliposis nasosinusal

Se encontraron diferencias estadísticamente significativas en cuanto a la 

distribución en cuadrantes entre la ausencia y la presencia de poliposis nasosinusal en 

los pacientes asmáticos (P < 0,001). El 20 % de los pacientes de ambos grupos se localizó 

en el cuadrante 1, encontrándose las diferencias, por tanto, en el resto de los 

cuadrantes. El 45 % de los pacientes asmáticos sin poliposis nasosinusal presentó 

discordancias en el recuento de eosinófilos y los niveles de expresión de IL5RA, 

localizándose en los cuadrantes 2 y 3, mientras que solamente el 17,1 % de los pacientes 

asmáticos con poliposis nasosinusal se localizó en dichos cuadrantes. Además, los 

pacientes asmáticos con poliposis nasosinusal que tuvieron elevados tanto el recuento 

de eosinófilos como los niveles de expresión de IL5RA, localizados en el cuadrante 4, 

supusieron el doble que los pacientes asmáticos sin poliposis nasosinusal, un 64,3 % 

frente a un 34 % respectivamente (Figura 44). 
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Figura 44. Correlación entre el recuento de eosinófilos en sangre periférica y los niveles de expresión 

relativa de IL5RA de los pacientes con asma en ausencia o presencia de poliposis nasosinusal en el 

estudio de validación. Se representan los cuatro cuadrantes (C1-C4) obtenidos al dividir según los 

valores de normalidad para el recuento de eosinófilos (300/µl) y los niveles de expresión de IL5RA 

(5,4 fold change). PN: poliposis nasosinusal. 
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c) Gravedad del asma

No se encontraron diferencias estadísticamente significativas en cuanto a la 

distribución en cuadrantes entre los pacientes con asma intermitente y asma 

persistente grave (Figura 45). No obstante, mientras que la distribución del asma 

intermitente fue más equilibrada entre los diferentes cuadrantes, más de la mitad 

(59,3 %) de los pacientes con asma persistente grave presentó elevación del recuento 

de eosinófilos y de los niveles de expresión de IL5RA, localizándose en el cuadrante 4. 

4.2.4. Aplicación clínica de IL5RA mediante el análisis de curvas ROC 

Para analizar los niveles de expresión de IL5RA respecto a su posible aplicación 

clínica en el asma se realizó una curva ROC. Primero, se analizó su capacidad para 

diferenciar a los pacientes asmáticos de los controles (Figura 46), obteniéndose un AUC 

de 0,704 con un IC95 % (0,641-0,767) y un error estándar de 0,032 (Tabla 21). El análisis 

de dicha curva proporcionó un posible punto de corte de 7 fold change para los niveles 
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Figura 45. Correlación entre el recuento de eosinófilos en sangre periférica y los niveles de expresión 

relativa de IL5RA en función de la gravedad del asma en el estudio de validación. Se representan los 

cuatro cuadrantes (C1-C4) obtenidos al dividir según los valores de normalidad para el recuento de 

eosinófilos (300/µl) y los niveles de expresión de IL5RA (5,4 fold change). 
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de expresión de IL5RA, obteniéndose un 65,2 % de sensibilidad, un 69 % de 

especificidad, un 80,6 % de valor predictivo positivo y un 50 % de valor predictivo 

negativo. De la misma manera se realizó para el recuento de eosinófilos, obteniéndose 

un AUC de 0,811 con un IC95 % (0,760-0,861) y un error estándar de 0,026. En este caso 

el punto de corte obtenido fue 205/µl, para el cual se alcanzó un 64,7 % de sensibilidad, 

un 85,3 % de especificidad, un 88,7 % de valor predictivo positivo y un 57,4 % de valor 

predictivo negativo. Estos parámetros fueron ligeramente menores para la expresión de 

IL5RA que para el recuento de eosinófilos, destacando sobre todo la mayor exactitud, 

reflejada según el valor de AUC, y la mayor especificidad de este último.  

A continuación, se examinó la posible combinación entre ambas variables 

mediante un modelo de regresión logística. Éste resultó significativo teniendo en cuenta 

la interacción entre ellas (P = 0,003), por lo que podrían usarse en conjunto. En este 

caso, para la curva ROC resultante (Figura 46) se obtuvo un AUC de 0,811 con un IC95 % 

Figura 46. Representación de la curva ROC para los niveles de expresión relativa de IL5RA, el recuento 

de eosinófilos y la combinación de ambas variables en los pacientes asmáticos respecto a los 

controles. 
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(0,761-0,862) y un error estándar de 0,026. Utilizando en conjunto los puntos de corte 

descritos anteriormente para ambas variables se obtuvo un 77,6 % de sensibilidad, un 

62,1 % de especificidad, un 78,6 % de valor predictivo positivo y un 60,8 % de valor 

predictivo negativo. Destaca el aumento de la sensibilidad y el valor predictivo negativo, 

mientras que la especificidad y el valor predictivo positivo resultaron menores.  

Finalmente, se analizó el potencial como biomarcador en los diferentes grupos 

de pacientes asmáticos tanto de los niveles de expresión de IL5RA como del recuento 

de eosinófilos y la combinación de ambas variables, obteniéndose los datos que se 

muestran en la tabla 21. En general, los resultados fueron similares a los obtenidos 

anteriormente, sin observarse grandes diferencias entre los subgrupos, excepto en el 

caso del asma no eosinofílica en el que los valores de AUC indicaron la ausencia de 

exactitud. 

Tabla 21. Análisis de la curva ROC para los niveles de expresión relativa de IL5RA, el recuento de 

eosinófilos y la combinación de ambas variables en los grupos de pacientes asmáticos respecto a los 

controles. 

 AUC (IC95 %) 

 Eosinófilos Expresión de IL5RA Combinación 

Pacientes 0,811 (0,760-0,861) 0,704 (0,641-0,767) 0,811 (0,761-0,862) 

Asma no alérgica 0,761 (0,683-0,838) 0,659 (0,574-0,744) 0,762 (0,685-0,840) 

Asma alérgica 0,846 (0,792-0,901) 0,737 (0,668-0,806) 0,846 (0,792-0,901) 

Asma sin PN 0,774 (0,710-0,839) 0,688 (0,614-0,761) 0,774 (0,710-0,839) 

Asma con PN 0,862 (0,798-0,926) 0,728 (0,647-0,809) 0,864 (0,801-0,927) 

Asma no eosinofílica 0,354 (0,259-0,449) 0,436 (0,325-0,548) 0,359 (0,264-0,454) 

Asma eosinofílica 0,925 (0,891-0,958) 0,771 (0,711-0,831) 0,924 (0,891-0,958) 

Asma intermitente 0,804 (0,722-0,886) 0,605 (0,501-0,709) 0,807 (0,726-0,888) 

Asma persistente grave 0,856 (0,754-0,958) 0,724 (0,591-0,857) 0,857 (0,757-0,957) 

AUC: área bajo la curva; IC95 %: intervalo de confianza al 95 %; PN: poliposis nasosinusal. 
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4.3. ESTUDIO FARMACOGENÉTICO 

4.3.1. Características de la población a estudio 

En este estudio se han analizado un total de 11 pacientes diagnosticados de asma 

que comenzaron tratamiento con benralizumab y que habían sido incluidos 

previamente en el estudio de validación. Tal y como se muestra en la tabla 22, la 

distribución por sexos estuvo ligeramente desplazada hacia el sexo masculino, que 

supuso el 54,5 % de los pacientes frente al 45,5 % correspondiente al sexo femenino. La 

media de edad fue de 55 años (DE = 11), siendo todos los pacientes de edad similar 

excepto la paciente 4, que presentaba una edad menor (29 años). La mediana de los 

niveles séricos de IgE fue de 246 kU/L (RI = 660,9). 

Tabla 22. Características de la población en el estudio farmacogenético. 

 N 
Sexo (%) Edad (años) IgE (kU/L) 

F M (Media ± DE) (Mediana ± RI) 

Pacientes 11 45,5 54,5 55 ± 11 246,0 ± 660,9 

DE: desviación estándar; F: femenino; M: masculino; RI: rango intercuartílico. 

Todos los pacientes presentaron asma eosinofílica persistente grave de inicio 

tardío y varios años de evolución, no controlada con altas dosis de glucocorticoides y 

bromuro de tiotropio. Las características de cada paciente en función de la presencia de 

atopia, poliposis nasosinusal, tratamiento previo y otras características se muestran en 

la tabla 23. 

a) Influencia de la atopia y la poliposis nasosinusal 

El 54,5 % de los pacientes estudiados presentó atopia, siendo igual la proporción 

entre el asma alérgica sin poliposis nasosinusal y el asma alérgica con poliposis 

nasosinusal. Por otro lado, el 45,5 % de los pacientes asmáticos no presentó atopia, 

suponiendo el asma no alérgica con poliposis nasosinusal una proporción ligeramente 

mayor que el asma no alérgica sin poliposis nasosinusal (Figura 47). 
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Tabla 23. Características clínicas de cada paciente asmático en el estudio farmacogenético. 

Paciente Sexo Edad 
(años) Atopia Poliposis 

nasosinusal 
Tratamiento 

previo 
Otras 

características 

1 M 66 No Si GCO diarios Exfumador 

2 M 63 No No GCO rescate Exfumador e 
hAINE 

3 M 51 Pólenes Si Omalizumab y 
Mepolizumab  

4 F 29 Pólenes No   

5 F 51 Pólenes Si Mepolizumab EREA y GEPA 

6 M 60 No Si Omalizumab Exfumador 

7 M 60 Ácaros Si GCO rescate Exfumador y 
EREA 

8 F 65 No No   

9 M 47 Pólenes, Epitelios 
y Hongos No   

10 F 52 No Si GCO rescate  

11 F 58 Pólenes y 
Epitelios No GCO rescate  

GEPA: granulomatosis eosinofílica con poliangeítis; EREA: enfermedad respiratoria exacerbada por los 

antiinflamatorios no esteroideos; GCO: glucocorticoides orales; hAINE: hipersensibilidad a los 

antiinflamatorios no esteroideos; F: femenino; M: masculino. 

Figura 47. Distribución de los pacientes según la clasificación del asma por atopia y/o poliposis 

nasosinusal en el estudio farmacogenético. AA: asma alérgica; ANA: asma no alérgica; PN: poliposis 

nasosinusal. 
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b) Sensibilización alérgica 

Entre los pacientes diagnosticados de atopia, el 66,6 % presentó 

monosensibilización, predominando la monosensibilización a pólenes (75 %) frente a 

ácaros (Figura 48). 

En general, el grupo de aeroalérgenos para el que se observó más 

frecuentemente sensibilización fue el de los pólenes (83,3 %), seguido de epitelios 

(33,3 %), ácaros (16,7 %) y hongos (16,7 %). 

c) Tratamiento previo 

Todos los pacientes recibían tratamiento con altas dosis de glucocorticoides 

inhalados y bromuro de tiotropio para el control de la enfermedad. Además, algunos 

pacientes también precisaban tratamiento con glucocorticoides orales, siendo diarios 

en el caso del paciente 1 y de rescate en el caso de los pacientes 2, 7, 10 y 11.  

En cuanto a las terapias biológicas, tres de los pacientes estudiados ya habían 

recibido previamente tratamiento con otros fármacos antes de empezar con 

benralizumab. Concretamente, el paciente 3 había sido tratado primero con 

omalizumab y después con mepolizumab, sin mostrar mejoría con ninguno de los 

Figura 48. Distribución de los pacientes según la sensibilización alérgica y los aeroalérgenos en 

monosensibilizados en el estudio farmacogenético. 
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fármacos y presentando cuatro reagudizaciones durante el tratamiento; el paciente 5 

había sido tratado con mepolizumab, presentando buena respuesta, pero mala 

tolerancia al tratamiento; y el paciente 6 había sido tratado con omalizumab, 

presentando buena respuesta para el asma, pero mala respuesta en el caso de la 

poliposis nasosinusal.  

4.3.2. Tratamiento con benralizumab 

En primer lugar, para valorar la estabilidad de los niveles de expresión de IL5RA, 

se analizaron dos muestras de un paciente no tratado con glucocorticoides orales ni con 

terapias biológicas, separadas ambas por un periodo de tiempo de un año. No se 

observaron diferencias importantes en los niveles de expresión de IL5RA (13,1 fold 

change frente a 17,5 fold change), ni tampoco en el recuento de eosinófilos (300/µl 

frente a 220/µl) o en los valores del FEV1 (3620 ml frente a 3780 ml). 

Tras varias dosis de tratamiento complementario con benralizumab, todos los 

pacientes experimentaron una notable mejoría de los síntomas sin presencia de 

reacciones adversas, alcanzando un buen control de su enfermedad asmática grave. Esta 

mejoría se vio reflejada por los cambios significativos observados en las diferentes 

variables clínicas evaluadas antes y después del tratamiento, tal y como se detalla a 

continuación (Tabla 24). Cabe destacar que parte de este seguimiento coincidió con la 

pandemia por COVID-19, por lo que fue complicado valorar la misma dosis 

postratamiento en todos los pacientes y no se pudieron obtener algunos parámetros 

clínicos.
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Tabla 24. Recuento de eosinófilos, niveles de expresión de IL5RA y parámetros clínicos de cada paciente en el pretratamiento y postratamiento con benralizumab. 

Paciente Tratamiento Eosinófilos/µl Expresión de 
IL5RA 

FEV1  
FeNO (ppb) Exacerbaciones GCO ACT 

(ml) (%) 

1 
Basal 630    1,8 * 1897 62,4 43 2 Si (6 mg/día) 13 

3ª dosis 10    0,6 * 2462 81 68 0 Si (4,5 mg/día) 22 

2 
Basal 820 29,2 1960 60,7 100 0 Si 8 

3ª dosis 10 1,2 2520 78 - 0 No 24 

3 
Basal 437 10,9 2310 68 154 3 No 12 

3ª dosis 0 1,0 3100 96,5 113 0 No 22 

4 
Basal 1290 62,5 1890 65 78 2 No 19 

3ª dosis 0 4,7 2840 105,5 198 0 No 25 

5 
Basal 630 12,6 2060 79 65 2 No 12 

3ª dosis 10 0,8 2630 99 64 1 No 21 

6 
Basal 440 5,6 1760 56,7 63 1 No 8 

2ª dosis 0 0,5 2510 80,8 - 1 No 24 

7 
Basal 1690 33,1 1800 55 68 3 Si 10 

3ª dosis 10 1,3 2860 87 29 0 No 23 

8 
Basal 880 26,7 1820 63,7 50 2 No 10 

2ª dosis 0 0,7 2330 84 - 0 No 23 

9 
Basal 700 16,3 2910 75 77 4 No 15 

2ª dosis 10 0,9 3740 100 107 0 No 24 

10 
Basal 980 42,3 1830 77 40 2 Si 15 

5ª dosis 40 2,0 2610 117 74 0 No 22 

11 
Basal 640 15,8 1030 40 45 6 Si 11 

5ª dosis 0 1,2 1230 50,4 32 0 No 20 

ACT: test de control del asma; GCO: glucocorticoides orales. * Resultados influidos por el tratamiento diario con GCO. 
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a) Recuento de eosinófilos y niveles de expresión de IL5RA 

Antes de comenzar el tratamiento con benralizumab, todos los pacientes 

presentaron un recuento superior a 300 eosinófilos/µl, observándose una mediana de 

700 eosinófilos/µl (RI = 350). Destacan los pacientes 4 y 7, que presentaron un recuento 

superior a 1000 eosinófilos/µl. Después del tratamiento con benralizumab, se observó 

en todos los pacientes una reducción significativa en el recuento de eosinófilos, entre 

un 95 % y un 100 % respecto a su valor inicial en el pretratamiento (P = 0,001). La 

mayoría de pacientes presentaron un recuento de 0 y 10 eosinófilos/µl, siendo más 

elevado en el paciente 10, que presentó un recuento de 40 eosinófilos/µl (Figura 49-A).  

En cuanto a los niveles de expresión de IL5RA, antes del tratamiento con 

benralizumab se observó una mediana de 16,3 fold change (RI = 22,2). Destacan los 

pacientes 4 y 10, que presentaron los niveles de expresión de IL5RA más elevados, 

siendo de 62,5 y 42,3 fold change, respectivamente. Por el contrario, los pacientes 1 y 6 

presentaron los niveles de expresión de IL5RA más bajos, cercanos al rango de 

normalidad (5,4 fold change),siendo de 1,8 y 5,6 fold change, respectivamente. En el 

caso del paciente 1 hay que destacar que los niveles de expresión de IL5RA se ven 

influidos por el tratamiento diario con glucocorticoides orales. Después del tratamiento 

con benralizumab, se observó en todos los pacientes una reducción significativa de los 

niveles de expresión de IL5RA, entre un 90 % y un 97 % respecto a su valor inicial en el 

pretratamiento (P = 0,001), excepto en el paciente 1 en el que fue de un 67 %. Todos los 

pacientes presentaron niveles de expresión de IL5RA inferiores al punto de corte, 

observándose una mediana de 1 fold change. Únicamente, en el paciente 4, los niveles 

de expresión fueron ligeramente más elevados, siendo de 4,7 fold change (Figura 49-B). 

Además, se analizó la relación entre el recuento de eosinófilos en sangre 

periférica y los niveles de expresión relativa de IL5RA en los pacientes estudiados, antes 

y después del tratamiento con benralizumab (Figura 50). El paciente 1 fue excluido en 

este análisis debido a la influencia de los glucocorticoides orales en la expresión de 

IL5RA. Se encontró una correlación positiva fuerte en el pretratamiento (ρ = 0,939; 

P < 0,001), observándose cierta dispersión en relación con el paciente 7, que presentó 
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un recuento de eosinófilos más elevado que el observado en otros pacientes con niveles 

similares de expresión de IL5RA. 

 

Figura 49. Recuento de eosinófilos (A) y niveles de expresión relativa de IL5RA (B) en el 

pretratamiento () y después del tratamiento con benralizumab (). Se muestra la mediana de cada 

grupo y el nivel de significación. 
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b) Parámetros clínicos 

Función pulmonar 

Antes de comenzar el tratamiento con benralizumab, todos los pacientes 

presentaron un FEV1 < 80 %, observándose una mediana del 63,7 % (RI = 18,3). Destaca 

el paciente 11 porque presentaba el FEV1 más bajo, 40 %. Después del tratamiento con 

benralizumab, se observó en todos los pacientes una mejoría significativa del 

FEV1 ≥ 200 ml y ≥ 12 % respecto a su valor inicial en el pretratamiento (P = 0,001), 

observándose una mediana del 87 % (RI = 18,2). Todos los pacientes fueron 

considerados, por tanto, buenos respondedores en términos del FEV1. Tal y como se 

observa en la figura 51, destacan los pacientes 4, 6, 7 y 10 debido a que presentaron un 

porcentaje de mejoría del FEV1 superior al 40 %, mientras que en el paciente 11 no llegó 

al 20 %.  

Figura 50. Correlación entre el recuento de eosinófilos y los niveles de expresión relativa de IL5RA en 

el pretratamiento () y después del tratamiento con benralizumab (). Se muestra el coeficiente de 

correlación de Spearman en el pretratamiento. 



Resultados 
 

157 
 

Además, se analizó la relación entre el porcentaje de mejoría del FEV1 después 

del tratamiento con benralizumab y los niveles basales de expresión de IL5RA en los 

pacientes estudiados (Figura 52).  Llama la atención el hecho de que los tres pacientes 

que mejor respuesta pulmonar presentaron (4, 7 y 10) fueron los que tenían 

inicialmente unos niveles de expresión de IL5RA más elevados. 
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Figura 51. Porcentaje de mejoría del FEV1 después del tratamiento con benralizumab en cada 

paciente. Se muestra la media de todos los pacientes con una línea punteada. 

Figura 52. Correlación entre el porcentaje de mejoría del FEV1 después del tratamiento con 

benralizumab y los niveles basales de expresión relativa de IL5RA en cada paciente. 
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Por otro lado, todos los pacientes mostraron valores de FeNO elevados 

(> 25 ppb) tanto en el pretratamiento como después del tratamiento con benralizumab, 

sin observarse diferencias significativas. 

Exacerbaciones 

Inicialmente todos los pacientes presentaban al menos una exacerbación 

asmática, excepto el paciente 2 que no presentaba exacerbaciones. Después del 

tratamiento con benralizumab se redujo la tasa de exacerbaciones en los pacientes, 

llegando a desaparecer en la mayoría de ellos. En el paciente 6, por el contrario, no se 

observaron modificaciones en el número de exacerbaciones. 

Además, los cuatro pacientes que inicialmente precisaban tratamiento de 

rescate con glucocorticoides orales dejaron de necesitarlo tras el tratamiento con 

benralizumab. Asimismo, el paciente 1 redujo la dosis diaria necesaria de 

glucocorticoides orales tras el tratamiento con benralizumab.  

Test de control del asma 

Antes de comenzar el tratamiento, todos los pacientes presentaron un resultado 

del ACT < 20 puntos, lo cual indicaba que el asma estaba parcialmente o mal controlada. 

Después del tratamiento con benralizumab se observó en todos los pacientes un 

resultado del ACT ≥ 20 puntos y un incremento clínicamente significativo de más de 

3 puntos, por lo que fueron considerados buenos respondedores en el ACT. Destacan 

los pacientes 2, 6, 7 y 8 debido a que presentaron un incremento de más de 10 puntos, 

siendo además los pacientes 2 y 6 los que partían de un peor resultado basal. 

c) Evaluación de la respuesta al tratamiento 

La mayoría de los pacientes fueron considerados superrespondedores al 

tratamiento con benralizumab en el corto periodo de tiempo evaluado, a excepción de 

los pacientes 5 y 6, que no cumplieron los criterios especificados en el estudio Delphi 

debido a no presentar eliminación de las exacerbaciones. Asimismo, el paciente 6 

obtuvo la puntuación más baja según el índice FEOS, mientras que los pacientes 3, 4, 7, 

8 ,9 y 10 obtuvieron la máxima puntuación posible (Tabla 25). 
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Tabla 25. Puntuación obtenida por cada paciente para evaluar su respuesta a benralizumab según el 

estudio Delphi (110) y el índice FEOS (111). 

Paciente Criterios estudio Delphi a Índice FEOS b Superrespondedor 

1 2 mayores y 2 menores 86 % Si 

2 2 mayores y 2 menores 97 % Si 

3 2 mayores y 2 menores 100 % Si 

4 2 mayores y 2 menores 100 % Si 

5 1 mayor y 2 menores 86 % No 

6 1 mayor y 2 menores 64 % No 

7 3 mayores y 2 menores 100 % Si 

8 2 mayores y 2 menores 100 % Si 

9 2 mayores y 2 menores 100 % Si 

10 3 mayores y 2 menores 100 % Si 

11 3 mayores y 1 menor 98 % Si 

a Para ser considerado superrespondedor deben cumplirse 3 o más criterios, siendo al menos 2 de ellos 

criterios mayores; b Se muestra la puntuación obtenida respecto al máximo posible para cada paciente. 
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5. DISCUSIÓN 

El desarrollo de nuevas terapias biológicas ha promovido la evolución de las 

estrategias utilizadas en el tratamiento del asma. El elevado coste de estas terapias 

conlleva la necesidad de realizar una adecuada selección de los pacientes más idóneos 

para beneficiarse de cada tratamiento, proporcionando así un enfoque terapéutico 

personalizado en función de las características individuales de cada paciente. De esta 

manera, es posible garantizar una buena tolerabilidad a la terapia y un control eficaz de 

la enfermedad a largo plazo.  

En la práctica diaria, la elección del tratamiento más adecuado se basa en 

parámetros clínicos y de laboratorio que deben ser indicativos de los diferentes 

fenotipos o endotipos del asma. En este sentido, los biomarcadores se definen como 

parámetros fisiológicos que pueden utilizarse, de forma individual o combinados, como 

indicadores de un determinado proceso patológico, de su gravedad o de la respuesta al 

tratamiento. Actualmente, los biomarcadores más utilizados en el asma son el recuento 

de eosinófilos en esputo inducido o en sangre periférica, los niveles séricos de IgE total 

y los niveles de FeNO. Sin embargo, la mayoría de ellos presentan ciertas limitaciones. 

Para la identificación de nuevos biomarcadores es imprescindible una mejor 

comprensión de los mecanismos fisiopatológicos subyacentes, lo cual ha impulsado la 

aplicación de los estudios transcriptómicos como punto de partida para el 

descubrimiento de nuevos genes implicados en el asma.  

En un estudio transcriptómico previo realizado en nuestro grupo, se identificó un 

aumento en la expresión del receptor de la interleucina 4 (IL-4R) en las células B de 

pacientes con asma alérgica por ácaros, lo cual se relacionó con la elevación de los 

niveles séricos de IgE (235). En la presente Tesis Doctoral, nos hemos querido centrar en 

la relevancia de otra citocina tipo Th2, la IL-5, que también destaca por su importante 

papel en la fisiopatología del asma. Por ello, hemos realizado un análisis de la expresión 

de IL-5RA debido a su implicación en la inmunidad mediada por los eosinófilos, así como 

por la existencia de benralizumab, una terapia biológica utilizada recientemente en el 

tratamiento del asma que está dirigida específicamente contra esta molécula. 
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5.1. ESTUDIO TRANSCRIPTÓMICO 

5.1.1. Características de la población a estudio 

 Los controles mostraron una edad significativamente mayor que los pacientes, 

debido a que se requiere un periodo de tiempo más prolongado para confirmar que no 

desarrollaban la enfermedad. En cuanto a la distribución por sexos, no se observaron 

diferencias significativas entre el grupo de controles y el grupo de pacientes. Por otro 

lado, se encontraron diferencias estadísticamente significativas en los niveles séricos de 

IgE entre el grupo de controles y el grupo de pacientes, siendo superior en los pacientes 

asmáticos, como ya se ha descrito anteriormente (236). También se observaron 

diferencias significativas con relación al recuento de eosinófilos, siendo mayor en el 

grupo de pacientes, como era de esperar debido a la fisiopatología del asma. 

Con el objetivo de que la población seleccionada fuese homogénea y debido a 

los estudios previos con ácaros ya realizados en nuestro grupo (235), todos los pacientes 

de este estudio transcriptómico presentaron monosensibilización a pólenes. 

Atendiendo a la gravedad, se observó cierto predominio del asma persistente moderada 

seguida del asma intermitente, mientras que el asma persistente grave fue poco 

frecuente. Esto se relaciona con los datos recogidos por un estudio europeo en el que 

se observó que en Italia y España fue más frecuente el asma intermitente, mientras que 

en Francia lo fue el asma persistente moderada. No obstante, en este país destacó una 

mayor frecuencia del asma persistente grave respecto al resto de países (237). También 

se observaron datos similares en otro estudio realizado en la Península Ibérica, en el que 

predominó el asma intermitente, aunque el asma persistente moderada fue menos 

frecuente que en nuestro estudio (19). 

Se ha sugerido que la historia familiar tiene un papel importante como factor de 

riesgo en el desarrollo de la enfermedad asmática. En este estudio, el 30 % de los 

pacientes presentó algún tipo de antecedente de asma o atopia, similar a lo observado 

en el estudio FENASMA (238). 
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Por último, aproximadamente la mitad de los pacientes recibía algún tipo de 

tratamiento, lo cual se relaciona con la gravedad del asma descrita en nuestra población. 

Esto se debe a que la mayoría de los pacientes con asma intermitente presentaba buen 

control de la enfermedad, sin necesidad del uso de glucocorticoides inhalados, mientras 

que los pacientes con asma persistente moderada mostraban generalmente peor 

control y evolución, precisando diariamente de dicho tratamiento. Así mismo, los 

pacientes tratados con inmunoterapia específica con alérgenos principalmente 

presentaban asma bien controlada (2). Es importante destacar el hecho de que ninguno 

de los pacientes recibía tratamiento con glucocorticoides orales, ya que esto podría 

influir en la expresión génica debido a su mayor biodisponibilidad sistémica en 

comparación con los glucocorticoides inhalados, que presentan un efecto 

principalmente local (239). 

5.1.2. Análisis transcriptómico 

En este estudio se observaron diferencias significativas en los niveles de 

expresión de transcritos entre el grupo de controles y el grupo de pacientes con asma 

alérgica, encontrándose un total de 109 transcritos con expresión diferencial. De ellos, 

se seleccionaron por su mayor significación estadística y funcional un total de 

44 transcritos codificantes, de los cuales 21 estaban sobreexpresados y 23 estaban 

infraexpresados. No obstante, en nuestro grupo también se han llevado a cabo otros 

estudios con transcritos no codificantes (240). 

Al realizar el análisis de enriquecimiento ontológico, se observó que la mayoría 

de estos transcritos participaban en procesos biológicos relacionados con el sistema 

inmunitario, lo que sugiere su posible implicación en la fisiopatología del asma. En la 

literatura se ha descrito que la galectina-10, codificada por CLC, se relaciona con la 

inflamación eosinofílica en el asma (241,242) y la presencia de EREA (243), y que la 

lipoxigenasa ALOX15 promueve la infiltración eosinofílica en enfermedades como el 

asma (244), la EREA (245) o la poliposis nasosinusal (246), observándose niveles 

elevados de ambas proteínas en los pacientes. Además, varios de estos transcritos 

codifican receptores de membrana de los eosinófilos, como IL5RA, HRH4 o PTGDR2, 
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siendo propuestos como dianas terapéuticas de enfermedades inflamatorias. En este 

sentido, se ha observado que el receptor de histamina H4 interviene en la quimiotaxis 

de los eosinófilos y en la regulación de las moléculas de adhesión (247,248). Asimismo, 

se han obtenido niveles de expresión elevados de PTGDR2 en la superficie de eosinófilos 

de pacientes con dermatitis atópica (249), en el lavado broncoalveolar de pacientes 

asmáticos (250) y, recientemente en nuestro grupo, en muestras de sangre de pacientes 

asmáticos, mostrando correlación con el recuento de eosinófilos (251). En cambio, se ha 

sugerido la implicación del receptor Flt3 y su ligando en la prevención del desarrollo de 

inflamación tipo 2 en el asma alérgica, debido a su relación con la proliferación de células 

dendríticas con funciones reguladoras (252,253). También la lactotransferrina, 

codificada por LTF, destaca por su papel como factor antiinflamatorio e 

inmunomodulador, produciendo inhibición de la migración de eosinófilos en el 

asma (254,255). 

Por otro lado, diferentes trabajos han señalado la implicación de las 

metaloproteinasas de la matriz en la patología asmática. En este sentido, se han descrito 

niveles aumentados de MMP-8 en el lavado broncoalveolar de pacientes con asma grave 

no controlada sin tratamiento frente a pacientes con buen control (256), así como una 

elevación significativa de MMP-9 tras la exposición a alérgenos en pacientes con asma 

alérgica o durante la exacerbación asmática frente a su posterior remisión (257–260). 

Destaca así su participación en el proceso activo de remodelación de las vías 

respiratorias (261). Igualmente, se ha observado un aumento de actividad de la 

arginasa-1 en las vías respiratorias en modelos animales y pacientes asmáticos, 

provocando una deficiencia de NO, que posee acción broncodilatadora y 

antiinflamatoria (262,263). En nuestro estudio, por el contrario, los transcritos MMP-8, 

MMP-9 y ARG1 se encontraron infraexpresados en el grupo de pacientes con asma 

alérgica respecto al grupo de controles. No existe una explicación clara para justificar 

este hallazgo. Estas diferencias podrían relacionarse con la distribución descrita en 

nuestra población en cuanto a la gravedad del asma y al uso de tratamientos en los 

pacientes mal controlados o a posibles diferencias en la carga genética poblacional. 

Cabe destacar que en este tipo de estudios es frecuente la dificultad en la replicación de 
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resultados en distintas poblaciones, por lo que resulta esencial una estricta 

caracterización clínica de los grupos de controles y pacientes estudiados. 

Asimismo, llama la atención el hecho de que varios de los transcritos 

sobreexpresados están implicados en funciones relacionadas con la inflamación 

eosinofílica, como ALOX15, CLC, CNR2, HRH4, IL5RA y PTGDR2, mientras que muchos de 

los transcritos infraexpresados se relacionan con la desgranulación de neutrófilos, como 

ABCA13, ARG1, CEACAM8, CRISP3, LTF, MMP8 y MMP9. Esto sugiere una mayor 

asociación de los eosinófilos con la inflamación presente en nuestros pacientes con 

asma alérgica, como ya ha sido descrito en la bibliografía (264,265), aunque el papel de 

los neutrófilos en algunos tipos de asma aún se está investigando. 

Hasta la fecha, se han publicado diversos estudios transcriptómicos con 

resultados similares a los nuestros. Jiang et al. (266) encontraron 59 transcritos con 

expresión diferencial en pacientes jóvenes con atopia y asma alérgica, entre los que se 

hallaban sobreexpresados IL5RA, SMPD3, ALOX15, PIK3R6, CLC, PTGDR2, RAB44 y HRH4, 

y las principales vías biológicas implicadas fueron las vías de activación Th2 y Th1/Th2. 

Recientemente, también se ha descrito la sobreexpresión de CLC, IL5RA, HRH4, CYSLTR2 

y PIK3R6 al estudiar la presencia de varias enfermedades alérgicas, como el asma, la 

dermatitis atópica y la rinitis, en un mismo individuo (267). En este trabajo destacó el 

papel de los eosinófilos en procesos biológicos como “respuesta inmunitaria” y 

“transducción de señales”, junto a la vía de transmisión de señales IL-5/JAK/STAT. Por 

otro lado, Virkud et al. (268) identificaron 31 transcritos con expresión diferencial en 

relación con los niveles séricos de IgE total en pacientes asmáticos, entre los que se 

hallaban sobreexpresados CLC, PIK3R6, LGALS12, IL5RA y SMPD3; mientras que en otro 

estudio se correlacionó la sobreexpresión de SMPD3, IL5RA, PIK3R6, PTGDR2, ALOX15 y 

HRH4 con el recuento de eosinófilos en sangre periférica (269). Respecto a los 

transcritos infraexpresados, destaca LTF, cuya expresión diferencial ha sido identificada 

en muestras de pacientes asmáticos (270,271).  

En contraste a lo mencionado hasta ahora, otro estudio describió la 

sobreexpresión de transcritos relacionados con los neutrófilos en pacientes con asma 

grave, entre los que se encontraron CEACAM8, LTF, MMP8 y CRISP3, así como de 
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transcritos relacionados con los eosinófilos en pacientes con asma moderada, como 

ALOX15 e IL5RA (272). La discrepancia observada en la sobreexpresión de algunos de los 

transcritos entre ambos trabajos podría asociarse con el hecho de que la mediana del 

recuento de neutrófilos en su caso fue más elevada en los pacientes con asma grave, 

4700/µl, que en los controles y los pacientes con asma persistente moderada, 3000/µl 

y 3100/µl respectivamente, siendo esto último más similar a lo descrito en nuestra 

población, en la que predominó el asma persistente moderada y fue poco frecuente el 

asma grave. Esto podría justificar el predominio en nuestro estudio de los transcritos 

sobreexpresados relacionados con los eosinófilos y no con los neutrófilos. Dicha 

diferencia de expresión génica entre distintos grupos de pacientes asmáticos resalta la 

importancia del análisis de poblaciones celulares circulantes para estratificar a los 

pacientes e identificar vías moleculares implicadas y posibles biomarcadores, tal y como 

proponen Bigler et al. (272). 

Entre todos los transcritos seleccionados en nuestro estudio, IL5RA fue uno de 

los que mayor expresión diferencial mostró, destacando entre los transcritos 

sobreexpresados en el grupo de pacientes con asma alérgica respecto al grupo de 

controles. Este hallazgo está respaldado por su papel en la inflamación de tipo Th2 en la 

enfermedad asmática (273,274) y por la existencia de otros estudios transcriptómicos 

relacionados con el asma en los que también ha sido identificado, tal y como se ha 

mencionado previamente. También destacan sus interacciones con otras 

moléculas implicadas en la respuesta inmunitaria, observadas en la red de interacciones 

proteína-proteína de este estudio. Concretamente, IL5RA se localizó en un cluster junto 

a CNR2, CXCL5, HRH4 y PTGDR2. Según la literatura, las proteínas codificadas por estos 

transcritos participan en funciones relacionadas con la respuesta inflamatoria, la 

transducción de señales y la inmunidad mediada por eosinófilos, como la quimiotaxis, la 

regulación de la producción de citocinas tipo Th2 o la diferenciación y proliferación 

celular (275–278). Estas funciones son consistentes con los procesos biológicos 

obtenidos en el análisis de enriquecimiento ontológico de nuestro estudio. Además, 

IL5RA se relacionó con vías biológicas como la cascada Ras/MAPK, que juega un papel 

importante en la respuesta inmune y la transducción de señales mediadas por 

citocinas (279). 
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Hay que destacar también el desarrollo en los últimos años de terapias biológicas 

para el asma que actúan contra IL-5 y su receptor, destacando la existencia de 

benralizumab, que actúa directamente contra IL-5RA. En este sentido, varios estudios 

transcriptómicos publicados recientemente han descrito diferencias en la expresión de 

IL5RA entre muestras de pacientes asmáticos pre y post tratamiento. Concretamente, 

Sriram et al. (280) identificaron una reducción significativa en la expresión de varios 

transcritos relacionados con eosinófilos y basófilos, como CLC e IL5RA, tras 54 semanas 

de tratamiento con benralizumab. La infraexpresión de estos transcritos predominó 

sobre todo en los pacientes con elevado recuento de eosinófilos en sangre periférica. 

También Nakajima et al. (281) identificaron una reducción significativa en la expresión 

de transcritos relacionados con la respuesta inflamatoria eosinofílica, como ALOX15 e 

IL5RA, tras cuatro meses de tratamiento con benralizumab. Aquellos pacientes que 

presentaron mayor expresión de estos transcritos antes del tratamiento mostraron 

mejor respuesta a benralizumab que los que presentaron mayor expresión de 

transcritos relacionados con los neutrófilos. 

Todo lo descrito anteriormente convierte a IL5RA en un posible biomarcador del 

asma con inflamación eosinofílica, por lo que fue seleccionado en esta Tesis Doctoral 

como gen candidato para su validación, realizando un análisis más completo en la 

población asmática. No obstante, este estudio transcriptómico reveló la expresión 

diferencial de otros genes implicados en el asma, por lo que su posible papel como 

biomarcadores de esta patología se validará en trabajos posteriores. 

5.2. ESTUDIO DE VALIDACIÓN 

5.2.1. Características de la población a estudio 

Al igual que en el estudio transcriptómico, se encontraron diferencias 

significativas en la media de edad entre el grupo de controles y el grupo de pacientes. 

Además, se observaron diferencias en cuanto a la edad de los pacientes y su relación 

con la atopia. Los pacientes con asma no alérgica mostraron una edad significativamente 

mayor que los pacientes con asma alérgica. Esto es debido a que, generalmente, la 
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aparición de la enfermedad en pacientes que no presentan atopia se relaciona con 

edades más avanzadas, mientras que la presencia de atopia se relaciona con edades de 

inicio más tempranas (282,283). También los pacientes asmáticos con poliposis 

nasosinusal mostraron una edad significativamente mayor que los que no la 

presentaban, ya que esta patología es más frecuente en la edad adulta y de aparición 

posterior al asma (211,284). En el mismo sentido, la mayoría de los pacientes que 

presentaban asma de inicio precoz eran alérgicos sin poliposis nasosinusal. En cuanto a 

la distribución por sexos, se observó una tendencia hacia el sexo femenino, pero no se 

observaron diferencias significativas entre el grupo de controles y el grupo de pacientes. 

No obstante, en el caso del asma alérgica con poliposis nasosinusal se observó un 

desplazamiento hacia el sexo masculino, lo cual se relaciona con el hecho de que, en 

general, la poliposis nasosinusal es más frecuente en hombres (285). En cambio, 

también hay estudios que afirman que la aparición de poliposis nasosinusal asociada al 

asma es más probable en mujeres (286). Por otro lado, se encontraron diferencias 

estadísticamente significativas en los niveles séricos de IgE entre el grupo de controles 

y el grupo de pacientes. Como era de esperar, también se encontraron diferencias 

significativas relacionadas con la atopia, observándose niveles séricos de IgE más 

elevados en los pacientes con asma alérgica (282). En cuanto a los niveles de FeNO, se 

encontró un incremento significativo relacionado con la presencia de poliposis 

nasosinusal en los pacientes asmáticos, al igual que en publicaciones previas (287). 

En este estudio, la atopia estuvo presente en más de la mitad de los pacientes, 

correspondiendo la mayor proporción al asma alérgica sin poliposis nasosinusal 

(41,9 %). Esto se corresponde con el hecho de que el asma alérgica es la más frecuente, 

con una prevalencia del 60-70 % en pacientes adultos (288). Además, se ha descrito una 

menor prevalencia de poliposis nasosinusal asociada al asma alérgica en comparación 

con el asma no alérgica (284,289). Por otra parte, el asma eosinofílica supuso una 

proporción superior a la del asma no eosinofílica, lo cual coincide con la afirmación de 

que el 70-80 % de los pacientes asmáticos sin tratamiento y el 50 % de los pacientes 

tratados con glucocorticoides presenta un recuento elevado de eosinófilos en 

esputo (290). 
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Atendiendo a la gravedad, se observó cierto predominio del asma persistente 

moderada seguida del asma intermitente. Estos resultados fueron similares a los 

observados en el estudio transcriptómico, aunque la frecuencia del asma persistente 

grave en el estudio de validación fue mayor (13,7 %). En este sentido, se ha descrito que 

aproximadamente el 10 % de la población asmática adulta presenta clínica de asma 

grave (3), lo cual se asemeja a los resultados obtenidos. 

Respecto a la sensibilización alérgica, la mayoría de los pacientes presentaron 

sensibilización a más de un grupo de aeroalérgenos, siendo inferior el número de 

pacientes monosensibilizados, tal y como se describe en estudios previos (291,292). 

Asimismo, el grupo de aeroalérgenos más frecuentemente observado fue el de los 

pólenes (19,293,294), tanto en la población general (79,3 %) como en los pacientes 

monosensibilizados (57,5 %), coincidiendo con la selección de pacientes realizada en el 

estudio transcriptómico.  

El 47,5 % de los pacientes presentó algún tipo de antecedente de asma o atopia, 

lo cual se relaciona con la importancia de la historia familiar como factor de riesgo para 

el desarrollo de la enfermedad. Además, la mayoría de los pacientes con antecedentes 

de atopia presentaban asma alérgica. También se observó que el 17,7 % de los pacientes 

presentó algún tipo de hipersensibilidad a los AINE, siendo más frecuente la 

hipersensibilidad respiratoria, y la presencia de EREA fue del 11,1 %. Según un meta-

análisis realizado en 2015 (295), la prevalencia de EREA en la población asmática adulta 

en general es del 7 % y aumenta al 15 % en el asma grave. Por último, más de la mitad 

de los pacientes recibía tratamiento con glucocorticoides inhalados, mientras que una 

menor proporción recibía inmunoterapia específica con alérgenos, lo cual se relaciona 

con la gravedad del asma descrita en este estudio. 

En resumen, las características de la población fueron muy similares a las 

observadas en el estudio transcriptómico, lo cual refuerza la calidad del estudio de 

validación. 
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5.2.2. Estudio de asociación de las variables clínicas con el recuento de 

eosinófilos y los niveles de expresión de IL5RA 

En este estudio se ha identificado una asociación estadísticamente significativa 

entre el aumento de los niveles de expresión de IL5RA en sangre periférica y el 

diagnóstico del asma. Como era de esperar, esto no ocurrió en el caso del asma no 

eosinofílica, debido posiblemente a la existencia en estos pacientes de un patrón 

inflamatorio no T2 con expresión de otro tipo de citocinas. Además, las diferencias 

fueron menos destacadas en el caso del asma no alérgica sin poliposis nasosinusal, tal 

vez debido a la ausencia de ambas comorbilidades en comparación con la presencia de 

al menos una de ellas, si bien no se observó un efecto sumatorio por la presencia de 

ambas. En este sentido, entre la mayoría de los grupos de pacientes no se observaron 

diferencias significativas en los niveles de expresión de IL5RA excepto, de nuevo, en 

relación con la eosinofilia, lo cual parece indicar que podría ser un marcador del asma 

con patrón inflamatorio tipo T2 en general, independientemente de la presencia de 

atopia, poliposis nasosinusal o la edad de inicio del asma. En la reciente publicación de 

la cohorte MEGA sobre la caracterización del asma en la población española (296), 

tampoco se observó asociación entre el recuento de eosinófilos y el inicio de la 

enfermedad, mientras que sí fue descrita una relación entre el recuento de eosinófilos 

superior a 500/µl y la presencia de atopia. Al contrario que con los niveles de expresión 

de IL5RA, en nuestro estudio sí hubo diferencias en el recuento de eosinófilos entre la 

presencia o ausencia de poliposis nasosinusal en los pacientes, debido a que la 

infiltración eosinofílica de la mucosa nasal es característica de esta patología (297,298). 

Por otro lado, cabe destacar que, a medida que se incrementó la gravedad del 

asma también se observó una tendencia al aumento en los niveles de expresión de 

IL5RA, siendo aproximadamente el doble en el asma persistente grave respecto al asma 

intermitente, de manera similar a lo descrito por Rial et al. (296) para el recuento de 

eosinófilos. Si bien es verdad que la frecuencia del asma persistente grave en la 

población estudiada fue menor que en otros grupos, predominó una gran 

heterogeneidad tanto en los niveles de expresión de IL5RA como en el recuento de 

eosinófilos, relacionándose probablemente con la existencia de diferentes fenotipos, 
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siendo necesario ampliar el estudio con un mayor tamaño muestral. En este sentido, los 

trabajos sobre el asma grave sugieren que hasta dos tercios de los pacientes presentan 

recuentos elevados de eosinófilos en las vías respiratorias, así como otros marcadores 

de inflamación tipo T2, mientras que el resto presentan un fenotipo inflamatorio no 

eosinofílico (299). Concretamente, Wenzel et al. (300) encontraron resultados similares 

a los nuestros al evaluar el recuento de eosinófilos en las diferentes categorías del asma 

persistente, señalando la existencia de dos subtipos inflamatorios diferentes en el asma 

persistente grave, basados en la presencia o ausencia de eosinófilos. En el caso del asma 

persistente leve también se observó una gran heterogeneidad en los niveles de 

expresión de IL5RA, pero no fue así en el recuento de eosinófilos. Esto podría sugerir 

que en estos grupos de pacientes los niveles de expresión del receptor por cada célula 

no son iguales, lo cual sería interesante estudiar con más detalle. 

En cuanto a la sensibilización alérgica, IL5RA parece ser un marcador del asma 

no específico del grupo de aeroalérgenos, de forma similar a lo comentado previamente. 

Tampoco se han encontrado diferencias significativas entre pacientes 

monosensibilizados y polisensibilizados. No obstante, llama la atención el hecho de que 

los pacientes monosensibilizados a pólenes presentaron unos niveles de expresión de 

IL5RA superiores a los de los sensibilizados al resto de aeroalérgenos, siendo además el 

único grupo en el que se observaron diferencias significativas respecto a los controles. 

Este hecho destaca especialmente respecto a los resultados observados en la 

monosensibilización a ácaros. Posiblemente, esto se pueda relacionar con la diferente 

periodicidad asociada a cada aeroalérgeno. La sensibilidad a los pólenes, al ser 

estacionales, podría provocar una activación intermitente de la respuesta inflamatoria, 

y por tanto de IL-5RA, siendo ésta inicialmente más intensa durante estos periodos y 

coincidiendo con la obtención de la muestra, mientras que los ácaros provocan una 

estimulación constante, haciendo probablemente que los eosinófilos e IL-5RA tengan 

una respuesta mantenida y menos exacerbada (301). Serían necesarios más estudios 

con un tamaño muestral mayor de pacientes monosensibilizados para su confirmación. 

En el caso de la monosensibilización a los epitelios, se observó una elevada dispersión 

asociada a los niveles de expresión de IL5RA, lo que dificulta la valoración en este grupo. 

No obstante, hay que recordar que la sensibilización a pólenes fue la más frecuente en 



Discusión 

174 
 

la población y el grupo de aeroalérgenos utilizado para seleccionar pacientes en el 

estudio transcriptómico, lo cual verifica los resultados obtenidos para IL5RA en cuanto 

a expresión diferencial. 

Por último, podemos descartar la influencia de tratamientos como los 

glucocorticoides inhalados o la inmunoterapia con aeroalérgenos en la expresión de 

IL5RA, ya que no observamos diferencias significativas entre los pacientes que recibían 

estos tratamientos y los que no los recibían. 

5.2.3. Estudio de correlación entre el recuento de eosinófilos y los niveles de 

expresión de IL5RA 

Entre la amplia variedad de receptores de membrana de los eosinófilos destaca 

el receptor de alta afinidad IL-5R, debido a su implicación en la fisiopatología del asma y 

su importante papel en la función biológica de estas células (49). Los resultados 

obtenidos en nuestro estudio son coherentes con esta afirmación, mostrando una 

correlación positiva moderada (ρ = 0,638) entre el recuento de eosinófilos en sangre 

periférica y los niveles de expresión relativa de IL5RA. Como era de esperar, esta 

correlación se observó principalmente en el grupo de pacientes asmáticos, siendo más 

débil en el grupo de controles, reflejando tanto la activación de los eosinófilos como la 

expresión de IL5RA en esta patología.  

Sin embargo, llama la atención el hecho de que la correlación obtenida sea 

moderada ya que, quizás, cabría esperar una correlación más elevada. Hay que recordar 

que el análisis de expresión de IL5RA se realizó a partir de muestras de sangre periférica, 

por lo que también incluye otros tipos celulares como pueden ser los basófilos (302), 

obteniéndose en este caso una correlación positiva débil. Al agrupar eosinófilos y 

basófilos, el coeficiente de correlación no mejoró ni se observaron diferencias respecto 

a los resultados iniciales en los eosinófilos, por lo que la aportación de los basófilos 

parece no influir en gran medida en dicha correlación, siendo más relevante la 

implicación de IL-5RA en los eosinófilos. Estos resultados podrían justificarse debido a 

que el porcentaje en sangre periférica representado por los basófilos es reducido e 

inferior al de los eosinófilos. 
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A pesar de que tradicionalmente ha sido considerado un receptor característico 

de los eosinófilos, en un estudio reciente se ha descrito la expresión de IL-5RA en la 

superficie de neutrófilos del lavado broncoalveolar de pacientes asmáticos, 

principalmente, pero también en sangre periférica, donde se observó un alto grado de 

variabilidad en la expresión (186). En cambio, nuestros resultados mostraron una 

correlación negativa débil entre los niveles de expresión relativa de IL5RA y el recuento 

de neutrófilos en sangre periférica. Esta discordancia en los resultados probablemente 

sea debida a las características de la población a estudio, con un mayor predominio de 

eosinofilia de forma general, por lo que la aportación de los neutrófilos tampoco parece 

influir en gran medida en nuestros resultados. No obstante, sería interesante hacer 

estudios complementarios en más pacientes para una correcta valoración. 

Otro factor para tener en cuenta, ya que puede influir en la correlación 

moderada observada en este trabajo, es la presencia de una elevada dispersión en la 

población a estudio, destacando la existencia de pacientes con los mismos recuentos de 

eosinófilos que mostraron niveles de expresión de IL5RA muy variables, y viceversa. Esta 

dispersión fue más significativa ante recuentos elevados de eosinófilos, pero también se 

encontró en los recuentos bajos e incluso en los controles. La existencia de dos 

poblaciones en el grupo de controles en función de la expresión de IL5RA sugiere la 

posibilidad de que algunos de los que presentan mayor expresión del receptor puedan 

ser candidatos para desarrollar en el futuro asma u otra patología relacionada. Sería 

interesante poder hacer un estudio evolutivo de dichos pacientes para analizar su 

carácter predictivo a largo plazo. De igual manera, se observaron valores muy variables 

en todos los subgrupos de pacientes asmáticos estudiados, destacando principalmente 

las diferencias significativas encontradas en el caso del asma con poliposis nasosinusal, 

en el que la proporción de pacientes con valores discordantes fue menor que en el asma 

sin poliposis nasosinusal. Esto se relacionaría principalmente con la elevada eosinofilia 

encontrada en los pacientes, característica de esta patología, puesto que nuestros 

resultados no mostraron diferencias significativas en cuanto a la expresión de IL5RA. En 

cambio, Gevaert et al. (303) si han demostrado la presencia de un aumento de expresión 

de IL-5RA en la superficie de eosinófilos en sangre periférica de pacientes con poliposis 

nasosinusal. Por otra parte, aunque no se observaron diferencias significativas en 
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función de la gravedad, la presencia de una menor proporción de pacientes con valores 

discordantes en el asma persistente grave concuerda con el hecho de que la gran 

mayoría sean buenos respondedores al tratamiento con terapias biológicas anti-IL-5RA 

como benralizumab. No obstante, sería interesante valorar la posibilidad de que algunos 

pacientes con otros grados de asma persistente y niveles elevados de expresión de IL5RA 

puedan también ser buenos candidatos para recibir estas terapias, por ejemplo, ante un 

mal control con tratamientos farmacológicos. 

Como ya se ha comentado previamente, estos valores discordantes podrían 

reflejar la expresión de IL5RA por parte de otros tipos de células. Aunque su aportación 

general en este estudio parece no ser muy significativa, podría ser lo que ocurre en 

algunos de los pacientes que presentaron niveles de expresión de IL5RA elevados en 

comparación con sus recuentos de eosinófilos. Por otro lado, también podrían estar 

implicados otros factores desconocidos, como pueden ser factores genéticos o 

ambientales, que modifiquen o regulen la expresión de IL-5RA en la superficie de los 

eosinófilos. En este sentido, sería interesante el estudio de posibles polimorfismos en 

IL5RA implicados en el asma al igual que ya se ha identificado su relación en patologías 

como la dermatitis atópica o la EREA (304,305). Por ello, es importante identificar a los 

pacientes con niveles discordantes entre el recuento de eosinófilos y la expresión de 

IL5RA con el objetivo de valorar en futuros estudios la posibilidad de una terapia 

personalizada. Por ejemplo, pacientes con niveles elevados de expresión de IL5RA y un 

menor grado de eosinofilia quizás podrían beneficiarse también de terapias biológicas 

anti-IL-5RA o, por el contrario, pacientes con asma eosinofílica y una menor expresión 

de IL5RA podrían necesitar una adaptación personalizada del tratamiento para alcanzar 

una respuesta óptima. 

Cabe destacar que existen estudios previos en pacientes con eosinofilia en los 

que también se ha confirmado la existencia de una correlación positiva (ρ = 0,52) entre 

el recuento de eosinófilos y los niveles séricos de la forma soluble de IL-5RA, asociados 

a su vez a un incremento de los niveles séricos de IL-5; así como una correlación negativa 

(ρ = -0,48) entre el recuento de eosinófilos y la expresión del receptor en la superficie 

de éstos (306). Resultados similares han sido descritos también por otros autores, 

sugiriendo que la expresión de IL-5RA en la superficie celular está regulada a la baja por 
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su propio ligando IL-5 (197,307). Asimismo, se ha sugerido que la expresión de las 

isoformas de IL-5RA se modifica según el estado de activación, maduración y localización 

de los eosinófilos (303) y que la forma soluble podría tener un papel protector en el 

asma (308). Debido a que en nuestro estudio se analizó la expresión de IL5RA en general, 

sin diferenciar entre la forma soluble y la forma anclada a la membrana, los resultados 

obtenidos podrían incluir ambas formas en conjunto y no reflejar correctamente la 

expresión del receptor en la superficie celular, lo cual es importante para los estudios 

farmacogenéticos. Por ello, a la vista de los resultados obtenidos por otros autores, 

consideramos conveniente ampliar en futuros estudios la cuantificación de IL-5RA 

mediante citometría de flujo para validar los resultados del análisis de expresión. De 

igual manera, sería recomendable cuantificar los niveles séricos de IL-5 sobre nuestra 

población de forma simultánea a los del receptor para valorar el posible efecto en la 

regulación de su expresión. 

5.2.4. IL5RA y su aplicación clínica en el asma 

Para confirmar el diagnóstico del asma se utilizan frecuentemente las pruebas 

de función pulmonar, pero éstas no son capaces de reflejar los diferentes mecanismos 

patológicos subyacentes, los cuales son responsables de distintos fenotipos asmáticos y 

pueden implicar diferencias en cuanto al tratamiento. Por ese motivo, para determinar 

el nivel de inflamación en las vías respiratorias, se utiliza la biopsia de tejido y el recuento 

de células inflamatorias en esputo inducido, aunque ambas técnicas son invasivas, caras 

y difíciles de aplicar para un uso rutinario (309). En este sentido, existen biomarcadores 

específicos que van a ayudan a los clínicos a estratificar a los pacientes en función de los 

diferentes fenotipos, además de servir como apoyo en la selección del tratamiento más 

eficaz para el paciente. Así, un biomarcador ideal debería poder ser detectado 

preferiblemente en muestras biológicas no invasivas y ser evaluado mediante métodos 

rápidos, sencillos y reproducibles, mostrando elevada sensibilidad y especificidad junto 

a valores predictivos positivos y negativos adecuados (160,310). 

Según la interpretación del análisis de las curvas ROC en nuestro estudio, la 

detección de los niveles de expresión de IL5RA podría resultar útil como biomarcador en 
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el asma, utilizándose siempre en conjunto con la historia clínica del paciente y el resto 

de los parámetros empleados en el diagnóstico de la enfermedad. No obstante, los 

valores observados sugieren que el recuento de eosinófilos presenta una mayor 

capacidad discriminativa que los niveles de expresión de IL5RA debido, principalmente, 

a su mayor especificidad, ofreciendo por tanto una mayor seguridad para afirmar la 

existencia de una condición patológica ante resultados elevados. En cambio, la 

moderada sensibilidad y escaso valor predictivo negativo que muestran ambas variables 

se relacionan con la posibilidad de que éstas no se encuentren elevadas en todos los 

pacientes asmáticos, lo cual es coherente con la presencia de diferentes recuentos 

celulares en función de los fenotipos inflamatorios del asma. 

En ocasiones, la combinación de diferentes biomarcadores puede llegar a ser 

más precisa en la caracterización de pacientes que emplear uno individualmente, ya que 

no siempre existe una asociación evidente entre un único biomarcador y un 

fenotipo (309). En este sentido, quisimos valorar la posibilidad de que el uso combinado 

de ambas variables incrementase la capacidad discriminativa que mostraban por 

separado. No obstante, los resultados obtenidos no indicaron la presencia de valor 

clínico añadido por parte de los niveles de expresión de IL5RA al ya observado de manera 

individual para el recuento de eosinófilos, ya que no hubo modificación en el valor de 

AUC de ambas variables en conjunto. Asimismo, se observó un aumento de la 

sensibilidad al combinar las variables, pero la especificidad, en cambio, resultó menor 

que la alcanzada individualmente con el recuento de eosinófilos. Como era de esperar, 

esto sugiere de nuevo que la aportación ofrecida por el recuento de eosinófilos para la 

clasificación de pacientes asmáticos en función del perfil inflamatorio es mayor que la 

ofrecida por los niveles de expresión de IL5RA. Si bien no descarta la idea de que IL5RA 

pueda tener utilidad como biomarcador en el ámbito de la medicina de precisión para 

la identificación de aquellos pacientes que presentan diferente respuesta al tratamiento 

dentro de un determinado fenotipo asmático y que podrían beneficiarse, por tanto, de 

una terapia personalizada. Esto es particularmente notorio en los pacientes de los 

cuadrantes 2 y 3, en los que la discordancia entre el recuento de eosinófilos y los niveles 

de expresión de IL5RA es mayor, y puede contribuir a una mejor selección de los 

pacientes en un futuro. 
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5.3. ESTUDIO FARMACOGENÉTICO 

5.3.1. Características de la población a estudio 

En este estudio es necesario justificar que, debido a la situación de pandemia por 

COVID-19 vivida durante el último periodo de realización de la presente Tesis Doctoral, 

resultó complicado alcanzar un mayor número de pacientes asmáticos en tratamiento 

con benralizumab que reuniesen las características necesarias en cuanto al seguimiento 

ininterrumpido de las dosis, así como recoger por completo los parámetros clínicos 

evaluados en cada paciente debido, principalmente, a la imposibilidad de realizar 

espirometrías. Por ello, finalmente nos planteamos este estudio farmacogenético como 

un ensayo preliminar de eficacia (proof-of-concept). 

Los pacientes seleccionados en este estudio presentaban asma eosinofílica grave 

no controlada y habían comenzado tratamiento complementario con benralizumab. Las 

características de la población son coherentes con las observadas en el estudio de 

validación para el tipo de pacientes seleccionados, siendo la distribución por sexos 

similar y la media de edad correspondiente a la de los pacientes asmáticos de inicio 

tardío. Las proporciones observadas para la presencia de atopia y poliposis nasosinusal 

fueron semejantes debido a que intentamos obtener representación de todos los tipos 

de pacientes. En cuanto a la sensibilización alérgica, el grupo de aeroalérgenos más 

frecuentemente observado fue el de los pólenes, tal y como sucedía anteriormente. 

Los fármacos que recibían previamente los pacientes a estudio se ajustan a lo 

recomendado según las directrices de las actuales guías clínicas para el tratamiento del 

asma grave no controlada, escalones 5-6 según la GEMA (2) o escalón 5 según la 

GINA (3), incluyendo dosis elevadas de glucocorticoides inhalados más otros fármacos 

controladores, necesidad del uso eventual de glucocorticoides orales en el caso de 

exacerbaciones y terapias biológicas. Algunos de los pacientes del estudio ya habían 

recibido anteriormente terapias anti-IgE y anti-IL-5, que no consiguieron el control de su 

enfermedad o no fueron bien toleradas por los pacientes, por lo que se decidió cambiar 

a un biológico anti-IL-5R. 
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5.3.2. Tratamiento con benralizumab 

Inicialmente, antes de comenzar el tratamiento con benralizumab, todos los 

pacientes estudiados presentaban elevación del recuento de eosinófilos en sangre 

periférica y de los niveles de expresión de IL5RA, así como una función pulmonar 

alterada, presencia de exacerbaciones y un mal control de los síntomas a pesar del 

tratamiento con glucocorticoides. Es necesario aclarar que, según las características 

requeridas en los pacientes para ser incluidos en este trabajo, el paciente 1 recibía 

tratamiento diario con glucocorticoides orales que no fue posible retirar previamente a 

la de extracción de la muestra, lo cual influye en el análisis de expresión de IL5RA, 

obteniéndose unos niveles de expresión reducidos que no pueden ser valorados en el 

seguimiento. 

Tras varias dosis de tratamiento con benralizumab se observa, en primer lugar, 

uno de los resultados más característicos, la reducción en el recuento de eosinófilos en 

sangre periférica que mostraron todos los pacientes, pasando de una mediana de 

aproximadamente 700 eosinófilos/µl a una cifra cercana a 0 eosinófilos/µl, tal y como 

se ha indicado en los estudios de fase III (311). Esta acción farmacológica es rápida y 

eficaz, observándose ya en los primeros meses de tratamiento, debido a que no solo 

bloquea la unión de la IL-5 a la IL-5RA, y con ello la activación y proliferación celular, sino 

que también provoca la apoptosis de los eosinófilos a través de la citotoxicidad mediada 

por células dependiente de anticuerpos (124,125). Cabe decir que el recuento de 

eosinófilos no resulta útil para evaluar la respuesta a benralizumab, precisamente 

porque se reduce en todos los pacientes que reciben el fármaco, con independencia de 

si son respondedores o no respondedores. Por eso quisimos plantear este estudio. En 

este sentido, los niveles de expresión de IL5RA también mostraron una reducción 

significativa en todos los pacientes tras el tratamiento con benralizumab, pasando de 

niveles basales elevados, en un rango variable, a cifras dentro del rango de normalidad 

según nuestro estudio de validación. La reducción en la expresión de IL5RA ya ha sido 

descrita en un estudio transcriptómico tras cuatro meses de tratamiento con 

benralizumab (281), como ya ha sido comentado previamente. Además, los niveles de 

expresión de IL5RA estaban correlacionados en el pretratamiento con el recuento de 
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eosinófilos en sangre periférica, presentando cierta desviación en algún paciente, por lo 

que consideramos que podrían ofrecer un valor clínico añadido. 

De la misma manera, tras varias dosis de tratamiento con benralizumab todos 

los pacientes mostraron una mejoría significativa y muy destacada de la función 

pulmonar, reflejada en el aumento del FEV1 respecto a su valor inicial, así como una 

disminución de la tasa de exacerbaciones, llegando a desaparecer en la mayoría de los 

pacientes, y una clara mejoría de los síntomas y del control de la enfermedad. Además, 

los pacientes que inicialmente precisaban del uso de glucocorticoides orales 

consiguieron eliminarlos o reducir su dosis tras el tratamiento, lo cual se ve favorecido 

por la disminución simultánea de la tasa de exacerbaciones que, posiblemente, se 

relaciona a su vez con la mejoría de la función pulmonar (312). Por otro lado, se ha 

descrito que los tratamientos anti-IL-5 y anti-IL-5R no modifican significativamente los 

niveles de FeNO (313), al igual que lo observado en este estudio. Recientemente, otros 

autores han identificado una reducción significativa de los niveles de FeNO a los seis 

meses de tratamiento con benralizumab, pero sin llegar a alcanzar valores inferiores a 

25 ppb (314). El aumento de los niveles de FeNO observado en algunos de nuestros 

pacientes podría deberse a la exposición aguda a aeroalérgenos (315), ya que el 

cumplimiento de los glucocorticoides inhalados parecía adecuado. Esto sugiere que el 

FeNO no es un buen biomarcador para evaluar la eficacia global de estas terapias 

biológicas, aunque puede ofrecer información adicional sobre el estado de inflamación. 

En cuanto a la evaluación de la respuesta de los pacientes al tratamiento con 

benralizumab, la mayoría de ellos resultaron ser superrespondedores según los criterios 

establecidos mediante el estudio Delphi (110). No obstante, hay que tener en cuenta 

que el periodo de tiempo evaluado en este trabajo fue inferior a doce meses, que es lo 

establecido por consenso, por lo que nuestros resultados son preliminares y deberían 

ser confirmados ampliando el seguimiento de los pacientes. Asimismo, la puntuación 

obtenida mediante el índice FEOS fue elevada para la mayoría de los pacientes, llegando 

incluso alguno de ellos a alcanzar la máxima puntuación posible. Destaca el hecho de 

que la menor puntuación obtenida correspondiese con el paciente 6, que fue uno de los 

dos pacientes no superrespondedores. Esto se relaciona, principalmente, con la 

persistencia de exacerbaciones en este paciente tras el tratamiento con benralizumab 
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tres meses después, siendo necesario de nuevo ampliar el seguimiento para valorar 

correctamente la tasa de exacerbaciones. El hecho de que casi todos los pacientes 

fueran superrespondedores al tratamiento, probablemente debido a una adecuada 

selección, impide evaluar correctamente el valor de determinación de los niveles de 

expresión de IL5RA, al no poder comparar con pacientes no respondedores. Otro 

aspecto que hay que tener en cuenta es que la puntuación obtenida mediante el índice 

FEOS refleja únicamente el grado de mejoría de un paciente determinado respecto al 

pretratamiento, pudiendo existir diferencias al comparar pacientes con diferentes 

estados clínicos basales si no se relativiza a la máxima mejoría posible en cada 

caso (111). 

Según la última actualización de la GINA (3), se consideran predictores de buena 

respuesta a terapias anti-IL-5R las siguientes variables ordenadas de mayor a menor 

relevancia: eosinofilia en sangre periférica, elevado número de exacerbaciones graves 

en el último año, asma de inicio tardío, presencia de poliposis nasosinusal, uso de 

glucocorticoides orales de mantenimiento en condiciones basales y función pulmonar 

reducida con FEV1 < 65 %. Estas condiciones se vieron representadas en la mayoría de 

los pacientes de nuestro estudio. En relación a la eosinofilia, destaca el hecho de que los 

pacientes 4, 7 y 10 presentaron el mayor recuento de eosinófilos en condiciones basales, 

así como los niveles de expresión de IL5RA más elevados, y fueron los que mostraron el 

mayor incremento del FEV1 tras el tratamiento con benralizumab, siendo todos ellos 

superrespondedores. Por el contrario, los pacientes 3 y 6 presentaron el menor 

recuento de eosinófilos en condiciones basales, similar en ambos casos, y solamente el 

paciente 6 resultó ser no superrespondedor, siendo el que inicialmente presentaba los 

niveles de expresión de IL5RA más bajos, cercanos a la normalidad y aproximadamente 

la mitad que los del paciente 3. Sería necesario confirmar este hallazgo en un futuro 

estudio más completo para evaluar la posible aportación de información adicional de los 

valores discordantes entre el recuento de eosinófilos y los niveles de expresión de IL5RA. 

En el caso de la presencia de poliposis nasosinusal, no se observaron diferencias 

significativas en nuestro estudio, siendo superrespondedores los pacientes de ambos 

grupos. No obstante, habría que ampliar el estudio con un tamaño muestral más 

elevado, ya que sí parece que podría haber una tendencia según los resultados descritos 
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a lo largo de este trabajo. En relación a esto, tampoco se observaron diferencias en 

función de la atopia, lo cual indica que los efectos terapéuticos de benralizumab son 

eficaces tanto en pacientes alérgicos como en pacientes no alérgicos con asma 

eosinofílica grave, como ya ha sido descrito en la bibliografía (314,316). 

 No obstante, este estudio preliminar no está exento de limitaciones, por lo que 

los resultados obtenidos tendrán que ser debidamente comprobados. En primer lugar, 

es un estudio unicéntrico con un número de pacientes muy reducido y un corto período 

de seguimiento, que debería ser ampliado al menos a seis meses o a un año para poder 

evaluar el tratamiento a largo plazo y en todos los pacientes por igual. Además de 

aumentar el tamaño poblacional, sería necesario incluir un grupo control para una 

correcta validación de los resultados obtenidos, aunque esto es difícil al tratarse de un 

tratamiento tan específico, por lo que la ausencia de control con placebo es una 

limitación común en este tipo de estudios. En nuestro caso, tampoco encontramos 

pacientes que respondieran mal o no toleraran la terapia con benralizumab, debido 

posiblemente a la exhaustiva selección de pacientes realizada por los clínicos para 

recibir dicho tratamiento. Por otro lado, en este trabajo nos hemos centrado 

exclusivamente en IL5RA, pero también puede ser relevante la implicación de otros 

genes en la respuesta a esta terapia biológica. No obstante, seleccionamos IL5RA por su 

implicación en la fisiopatología del asma T2 y porque benralizumab está dirigido 

específicamente contra esta molécula. 

Finalmente, cabe hacer una reflexión en lo que concierne a la posible aportación 

de la determinación de los niveles de expresión de IL5RA. Como se aprecia en la 

figura 41, una parte notable de la población a estudio presenta una correlación entre el 

recuento de eosinófilos y los niveles de expresión de IL5RA. Sin embargo, existe una 

población muy interesante, tanto de controles como de pacientes, que presenta un 

recuento normal de eosinófilos, pero unos niveles elevados de expresión de IL5RA 

(cuadrante 2). En esta población cabe cuestionarse si, a pesar de presentar un recuento 

normal de eosinófilos, los pacientes podrían ser susceptibles de mejorar con 

benralizumab. Esto podría beneficiar a algunos pacientes con asma grave, en concreto 

a aquellos con un recuento bajo de eosinófilos, que no reciben este tratamiento, siendo 

un caso claro de medicina de precisión. Lo mismo podría suceder, pero a la inversa, con 
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los pacientes que presentan un recuento elevado de eosinófilos y niveles bajos de 

expresión de IL5RA (cuadrante 3), que son mucho menos numerosos. ¿Serían estos 

pacientes no respondedores a benralizumab? En nuestro caso, parece que los pacientes 

estudiados pertenecían al cuadrante 4, por lo que no hemos podido responder a esta 

pregunta. Sin embargo, con el incremento del número de pacientes, podría ser posible 

conseguir encontrar estos dos tipos de poblaciones de pacientes y confirmar si la 

determinación de los niveles de expresión de IL5RA podría ser un biomarcador predictor 

de la respuesta a benralizumab.
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6. CONCLUSIONES 

PRIMERA. Existen diferencias en la expresión génica en sangre periférica en los 

pacientes con asma alérgica, encontrándose diversos transcritos codificantes que 

podrían tener una implicación clínica en esta patología. Entre ellos destaca IL5RA como 

uno de los transcritos con mayor expresión diferencial. 

 

SEGUNDA. Los niveles de expresión de IL5RA en sangre periférica se encuentran 

significativamente elevados en los pacientes asmáticos respecto a los controles, por lo 

que puede constituir un biomarcador de la enfermedad, con el hecho añadido de que 

reúne otras características exigidas a un biomarcador.  

 

TERCERA.  Los niveles de expresión de IL5RA en sangre periférica no parecen 

discriminar entre los distintos grupos de pacientes asmáticos, con excepción del asma 

eosinofílica y no eosinofílica. Para evaluar su utilidad como biomarcador de gravedad de 

la enfermedad serían necesarios estudios adicionales. 

 

CUARTA. Aunque existe una correlación moderada entre el recuento de 

eosinófilos y los niveles de expresión de IL5RA en sangre periférica en los pacientes 

asmáticos, se observan valores discordantes en determinados pacientes, sobre todo en 

aquellos que presentan un recuento de eosinófilos normal y niveles elevados de 

expresión de IL5RA. Este grupo podría ser un objetivo particular en el ámbito de la 

medicina de precisión, por lo que sería interesante su análisis en estudios futuros. 

 

QUINTA. En los pacientes con asma eosinofílica grave tratados con benralizumab 

se produjo una reducción significativa de los niveles de expresión de IL5RA, 

observándose una posible relación entre los niveles de expresión basales y la respuesta 

al tratamiento. Será necesario confirmar estos resultados en un estudio poblacional más 

amplio y tras un periodo de seguimiento mayor. 
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ANEXO 

Durante el desarrollo de la presente Tesis Doctoral, parte de los resultados 

obtenidos han sido objeto de las siguientes publicaciones: 

• Artículo. Elena-Pérez S, Heredero-Jung DH, García-Sánchez A, Estravís M, 

Martín MJ, Ramos-González J, Triviño JC, Isidoro-García M, Sanz C and Dávila 

I. Molecular analysis of IL-5 receptor subunit alpha as a possible 

pharmacogenetic biomarker in asthma. Frontiers in Medicine. 

2021;7:624576. doi: 10.3389/fmed.2020.624576. 

• Comunicación tipo póster. 32º Congreso Virtual de la Sociedad Española de 

Alergología e Inmunología Clínica (SEAIC). Noviembre de 2020.  

García-Sánchez A, Sanabria-Luis C, Elena-Pérez S, Heredero-Jung DH, Sanz C y 

Dávila I. Estudio de expresión de IL5Rα y CRTH2 en sangre periférica de un 

paciente tratado secuencialmente con omalizumab, mepolizumab y 

benralizumab. 

• Comunicación tipo póster. Virtual Annual Meeting of the American Academy 

of Allergy, Asthma and Immunology (AAAAI). Febrero-Marzo de 2021.  

Elena-Pérez S, Heredero-Jung DH, García-Sánchez A, Estravís M, Martín MJ, 

Muñoz-Bellido F, Isidoro-García M, Sanz C and Dávila I. IL-5 receptor subunit 

alpha as a possible biomarker in asthma. The Journal of allergy and clinical 

immunology. 2021;147(2)AB245. doi: 10.1016/j.jaci.2020.12.039. 

• Comunicación tipo póster. European Academy of Allergy and Clinical 

Immunology Hybrid Congress (EAACI). Julio de 2021.  

Heredero-Jung DH, Elena-Pérez S, García-Sánchez A, Estravís M, Martín MJ, 

Muñoz-Bellido F, Isidoro-García M, Sanz C and Dávila I. Co-expression of IL5RA 

and PTGDR2 in patients with chronic rinosinusitis with nasal polyps. Synergy 

of two biomarkers. Allergy. 2021;76(Suppl 110):654. doi: 10.1111/all.15093. 
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Background: Asthma is a heterogeneous syndrome with a broad clinical spectrum and

high drug response variability. The inflammatory response in asthma involves multiple

effector cells andmediator molecules. Based on asthma immunopathogenesis, precision

medicine can be a promising strategy for identifying biomarkers. Biologic therapies

acting on the IL-5/IL-5 receptor axis have been developed. IL-5 promotes proliferation,

differentiation and activation of eosinophils by binding to the IL-5 receptor, located on

the surface of eosinophils and basophils. This study aimed to investigate the expression

of IL5RA in patients with several types of asthma and its expression after treatment with

benralizumab, a biologic directed against IL-5 receptor subunit alpha.

Methods: Sixty peripheral blood samples, 30 from healthy controls and 30 from

asthmatic patients, were selected for a transcriptomic RNAseq study. Differential

expression analysis was performed by statistical assessment of fold changes and P-

values. A validation study of IL5RA expression was developed using qPCR in 100

controls and 187 asthmatic patients. The effect of benralizumab on IL5RA expression

was evaluated in five patients by comparing expression levels between pretreatment and

after 3 months of treatment. The IL5RA mRNA levels were normalized to GAPDH and

TBP expression values for each sample. Calculations were made by the comparative

11Ct method. All procedures followed the MIQE guidelines.

Results: IL5RA was one of the most differentially overexpressed coding transcripts in

the peripheral blood of asthmatic patients (P = 8.63E-08 and fold change of 2.22). In

the qPCR validation study, IL5RA expression levels were significantly higher in asthmatic

patients than in controls (P < 0.001). Significant expression differences were present in

different asthmatic types. In the biological drug study, patients treated with benralizumab

showed a significant decrease in IL5RA expression and blood eosinophil counts. A

notable improvement in ACT and lung function was also observed in these patients.
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Conclusions: These results indicate that IL5RA is overexpressed in patients with

different types of asthma. It could help identify which asthmatic patients will respondmore

efficiently to benralizumab, moving toward a more personalized asthma management.

Although further studies are required, IL5RA could play a role as a biomarker and

pharmacogenetic factor in asthma.

Keywords: asthma, pharmacogenetic biomarker, transcriptomic, IL5RA, benralizumab, precision medicine

INTRODUCTION

Asthma is a chronic inflammatory disease of the airways affecting
more than 300 million people worldwide, and its prevalence is
increasing, becoming a health and economic problem (1). It is
defined by variable expiratory airflow limitation and respiratory
symptoms such as wheeze, cough and shortness of breath, which
vary in frequency and intensity (2). Asthma is recognized as
a heterogeneous syndrome with different underlying disease
processes, determined by complex interactions between genetic
and environmental factors. This variety of interactions results
in different clinical presentations, phenotypes and response to
treatment (3).

Despite the broad clinical spectrum of asthma, the presence
of inflammation of the airway is a common pathologic feature
and the primary treatment target. Nevertheless, the relationship
between the intensity of inflammation and the severity of asthma
has not been consistently established (4). The characteristic
inflammatory pattern in most asthmatic patients includes an
increase in type 2 helper T (Th2) lymphocytes, eosinophils,
basophils, mast cells and type 2 innate lymphoid cells (ILC2).
These effector cells release numerous mediating molecules
that cause disease symptoms (5). Type 2 inflammation is
characterized by an increase in type 2 cytokines, particularly IL-
4, IL-5, IL-9, and IL-13, involved in eosinophil activation and
immunoglobulin E production (6).

Asthma comprises different phenotypes with similar clinical
manifestations but probably involving different underlying
mechanisms (7). These phenotypes have been characterized
based on the age of onset of disease, clinical presentation, severity
and presence of other disorders such as atopy and eosinophilia
(8–10). Eosinophilic asthma is the best-studied inflammatory
phenotype and is characterized by elevated eosinophils in
peripheral blood and sputum. Patients in whom eosinophilic
inflammation persists despite treatment with high doses of
corticosteroids are often associated with more severe asthma and
a higher risk of exacerbations (11, 12). Therefore, phenotype
characterization in patients with severe uncontrolled or poorly
controlled asthma could help in guiding specific treatments (13).

Asthma management aims to achieve and maintain control of
the disease and reduce the risk of exacerbations. Understanding
the underlying pathophysiologic mechanisms is necessary
for stratifying patients toward individualized therapy. The
implementation of precision medicine requires identifying
specific biomarkers easily measurable in biological fluids, which
can help in evaluating treatment effectiveness (14, 15). In this
context, new biologic therapies are being developed targeting

cytokines and their receptors. IL-5 plays a crucial role in
eosinophilic asthma pathophysiology and has been proposed
as a novel therapeutic target. This cytokine is involved in
the proliferation, differentiation, survival and activation of
eosinophils by binding to the IL-5 receptor, located on the surface
of eosinophils and basophils (16, 17). The IL-5 receptor is a
heterodimer comprising one alpha subunit (IL-5RA) and one
beta subunit, also found in both IL-3 and GM-CSF receptors (18).

In recent years, new drugs based on monoclonal antibodies
have been developed against the action of IL-5 in eosinophilic-
mediated inflammation. Benralizumab is a humanized IgG1κ
monoclonal antibody that binds to IL-5RA via its Fab domain
with high affinity and specificity, blocking IL-5 signaling (19).
Besides, this antibody can bind through its afucosylated Fc
domain to the Fcγ receptor IIIa, expressed on the surface of
natural killer cells, macrophages and neutrophils, thus inducing
antibody-directed cell-mediated cytotoxicity of eosinophils and
basophils. As a result, the administration of benralizumab
results in a dramatic depletion of eosinophils counts in blood,
sputum, airway mucosa and bone marrow (20). In this context,
benralizumab has proved effectivity in treating patients with
severe eosinophilic asthma, improving lung function and asthma
control and reducing the rate of exacerbations (21).

The present study aims to investigate the expression of IL5RA
in patients with different types of asthma and its role as a possible
biomarker of response to treatment with benralizumab.

MATERIALS AND METHODS

Study Population
The study involved 347 unrelated Caucasian individuals,
130 controls and 217 asthmatic patients, from the Allergy
Department of the University Hospital of Salamanca. The study
was approved by the Clinical Research Ethics Committee of
the Institute for Biomedical Research of Salamanca (IBSAL)
(PI 2020-02-433) and all participants signed a written informed
consent. Controls had to fulfill the following criteria: (i) no
symptoms or history of asthma, rhinitis or other pulmonary
diseases; (ii) no symptoms or history of allergic diseases; (iii)
negative skin prick tests with a battery of locally adapted common
aeroallergens; (iv) absence of family history of asthma, rhinitis
or atopy; and (v) age >16 years old. Asthmatic patients were
recruited if they met all the following criteria: (i) at least two
symptoms consistent with asthma (cough, wheeze and dyspnea);
(ii) either a positive bronchodilator or methacholine test; and (iii)
absence of other pulmonary disorders; and (iv) age>16 years old.
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Lung function was measured by spirometry according to the
American Thoracic Society (ATS) criteria (22). Asthma severity
was established following the Spanish Guide for the Management
of Asthma (GEMA) guidelines (7) and severe asthma was
diagnosed according to the ERS/ATS criteria (23). Skin prick
tests were performed with a battery of common aeroallergens
(24), according to The European Academy of Allergy and Clinical
Immunology (EAACI) recommendations (25). Skin tests were
considered positive if there was at least one wheal reaction of
>3mm of diameter. Patients were considered atopic if they had
a positive skin prick test to at least one allergen. Patients were
considered monosensitized if they had a positive skin prick test
result to only one group of aeroallergens (pollens, mites, molds
or animal dander) and polysensitized if they had positive skin
tests for two or more groups. Early-onset asthma was defined
as the presence of asthma symptoms that appeared before 18
years, and late-onset asthma was defined as the presence after the
age of 18 years (26). Asthmatic patients were classified into two
subgroups, eosinophilic and non-eosinophilic asthma, according
to the number of eosinophils (cut-off point of 150 cells perµl) (2).
Blood cell counts were determined on the XN-1000 hematology
analyzer (Sysmex Corporation, Kobe, Japan) and total serum
IgE levels were measured using a fluoroenzyme immunoassay
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

Transcriptomic RNAseq Study
A total of 60 peripheral blood samples, 30 from healthy controls
and 30 from patients with pollen allergic asthma, were selected
for a transcriptomic RNAseq study. Total RNA extraction was
performed using the Ambion RiboPureTM-Blood kit (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). After Ambion DNAse
I treatment (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA),
RNA was purified and concentrated with the RNeasy MinElute
Cleanup Kit (Qiagen, Hilden, Germany). All purification
protocols were performed with the modifications indicated by
the manufacturers. RNA was quantified by Nanodrop 1000
spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA). The RNA integrity number (RIN) algorithm was used
to determine RNA quality on the Agilent 2100 Bioanalyzer
using the Eukaryote Total RNA Nano kit (Agilent Technologies,
Waldbronn, Germany). RNA samples with a RIN value above 8
were used. Globin transcripts and ribosomal RNAwere removed,
and RNA was cleaved to prepare RNA strand-specific libraries.
Finally, the generated libraries were sequenced on the Illumina
HiSeq 2500 platform (Illumina, San Diego, CA, USA).

Bioinformatic Analysis
In the bioinformatic analysis of the transcriptomic data, the
FastQC software (27) was used to analyze the quality of raw
reads. Sequencing reads were mapped on the human reference
genome (GRCh38) using the TopHat2 software (28). The low-
quality readings were removed with Picard Tools (29) and the
unmapped and non-properly paired reads were re-mapped using
the BWA-MEM algorithm (30). Gene and isoform prediction
were estimated using the Cufflinks method (31). The HTSeq
software (v.0.6.0) (32) was used to calculate gene expression
levels. Differential expression analysis was performed by DESeq2

package (33) and only the transcripts with a fold change
value ≥1.5 or ≤ −1.5 and a FDR-adjusted P-value <0.05
were considered as differentially expressed genes. Potential
interactions between selected proteins were examined by cluster
analysis using the STRING software (34), a database which
include functional and physical associations between known and
predicted proteins.

qPCR Validation Assays
For the validation of the transcriptomic gene expression data, 287
peripheral blood samples were selected including 100 samples
from controls and 187 from asthmatic patients. Total RNA
was isolated using the RiboPure-Blood kit (Ambion, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). DNAse treatment was
performed using Ambion DNAse I (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA). Concentrations and RNA quality ratios
were determined in a Nanodrop 1000 spectrophotometer
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). cDNA was
generated from 500 ng of total RNA using Superscript III First-
Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA), in a final volume of 20 µl.
Conditions for PCR included a single cycle and incubation
periods of 65◦C for 5min, 25◦C for 10min, 50◦C for 50min,
85◦C for 5min, and 37◦C for 20 min.

qPCR reactions were performed in a LightCycler480 system
(Roche Applied Science, Indianapolis, IN, USA). IL5RA primers
were designed using Primer 3.0 (35) and the Beacon Designer
(36) software. GAPDH and TBP reference gene primers were
chosen from The Real Time ready Human Reference GenePanel
(Roche Applied Science, Indianapolis, IN, USA). The sequence
of the primers used are shown in Table 1. Primers efficacies
were analyzed by amplifying serial dilutions of cDNA sample of
known concentration and according to the following equation:
E = (10−1/slope − 1) × 100. All efficiencies ranged from
90 to 110%. The reaction mixture in each well-contained
a final volume of 15 µl based on 7.5 µl of Master Mix
SYBR Green I (Roche Applied Science, Indianapolis, IN, USA),
10µM of each primers and 20 ng of cDNA. All reactions
were performed in triplicate. In each experiment, non-template
controls and calibrator were included. The PCR conditions
included 10min at 95◦C followed by 45 cycles of 10 s at 95◦C
for denaturation, 10 s at 60◦C for annealing and 10 s at 72◦C
for polymerization. Finally, melting curve analyses were carried
out to verify the specificity of the qPCR products. IL5RA mRNA
levels were normalized to GAPDH and TBP expression levels

TABLE 1 | Sequences of primers used in the qPCR assay.

Primer Sequence 5′
→ 3′

IL5RA Forward TGAAAGAGTGAAGAACCGCC

Reverse CCTGGCCTGAGAAATGCG

GAPDH Forward CTCTGCTCCTCCTGTTCGAC

Reverse ACGACCAAATCCGTTGACTC

TBP Forward GAACATCATGGATCAGAACAACA

Reverse ATAGGGATTCCGGGAGTCAT
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TABLE 2 | Characteristics of the study population in the RNAseq study and the validation analyses.

N Sex

(% Female)

Age

(Mean±SD)

FeNO, ppb

(Mean ± SD)

IgE, kU/l (Median ±

IQR)

RNAseq study

Controls 30 46.7 57 ± 17 - 46.7 ± 87.8

Asthmatic patients 30 56.7 30 ± 13 - 179.0 ± 239.0

Validation analysis

Controls 100 66.0 57 ± 17 - 28.8 ± 57.7

Asthmatic patients 187 55.1 45 ± 19 44.8 ± 48.3 174.0 ± 398.2

Non-allergic asthma (NAA) 76 60.5 58 ± 15 38.1 ± 40.6 77.0 ± 118.8

NAA without NP 33 72.7 56 ± 16 24.8 ± 19.3 37.9 ± 103.5

NAA with NP 43 51.2 61 ± 14 52.2 ± 51.7 83.0 ± 258.7

Allergic asthma (AA) 111 51.4 35 ± 16 49.8 ± 53.0 312.5 ± 472.3

AA without NP 82 57.3 31 ± 14 39.8 ± 29.5 312.5 ± 445.5

AA with NP 29 34.5 46 ± 17 79.6 ± 88.7 307.0 ± 747.0

Early-onset asthma 76 61.8 31 ± 17 42.5 ± 43.1 271.0 ± 402.1

Late-onset asthma 111 50.5 54 ± 16 46.5 ± 51.9 126.0 ± 406.5

Non-eosinophilic asthma 32a 59.4 44 ± 17 26.4 ± 18.2 109.0 ± 260.5

Eosinophilic asthma 120a 53.3 46 ± 20 49.7 ± 54.5 196.0 ± 405.4

SD, standard deviation; IQR, interquartile range.
aBlood eosinophil counts were not available for all non-eosinophilic and eosinophilic asthma patients.

using the formula 2−11Ct by the comparative 11Ct method
(37). All procedures followed the Minimum Information for
Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiment (MIQE)
guidelines (38).

Pharmacogenetic Study
A proof-of-concept study of the IL5RA expression in peripheral
blood before and after 3 months of treatment with benralizumab
was performed in five severe eosinophilic asthmatic patients.
Benralizumab was administered at a dose of 30mg by
subcutaneous injection once every 4 weeks. Asthma control
test (ACT), fractional exhaled nitric oxide (FeNO) and lung
function parameters were performed before and after 3 months
of treatment. Patients were considered responders in the ACT
score if they achieved a score of 25 or an increase of 3 or more
points after 3 months of treatment. Also, they were considered
FEV1 responders if they achieved a FEV1.0 ≥ 200ml or FEV1.0
≥ 12% after 3 months of treatment. As only three doses were
evaluated, exacerbations were not considered. Blood samples
were collected and lung function tests were performed at each
time point. All patients provided their informed consent to
receive benralizumab therapy.

Statistical Analysis
Descriptive analysis was carried out using central (mean and
median) and dispersion tendency (standard deviation and
interquartile range) measurements, followed by bivariate and
multivariate analysis. The normality distribution was assessed
by Kolmogorov-Smirnov test and the homoscedasticity was also
tested before applying statistical tests. Continuous variables were
evaluated using either ANOVA or Kruskal-Wallis test. Statistical
significance was assessed by Wilcoxon’s test for changes before

TABLE 3 | The 26 protein-coding transcripts most differentially expressed (P <

0.025) between the group of controls and patients with allergic asthma, listed by

their fold change value.

Ensemble ID External ID gene Fold change P-value

Up-regulated expression

ENSG00000161905 ALOX15 2.45 3.91E-05

ENSG00000091181 IL5RA 2.22 8.63E-08

ENSG00000103056 SMPD3 2.16 1.44E-07

ENSG00000105205 CLC 2.04 4.63E-06

ENSG00000183134 PTGDR2 1.99 2.64E-06

ENSG00000134489 HRH4 1.93 7.21E-07

ENSG00000152207 CYSLTR2 1.84 1.15E-09

ENSG00000171659 GPR34 1.83 1.27E-08

ENSG00000143297 FCRL5 1.75 3.18E-05

ENSG00000255587 RAB44 1.74 8.10E-06

ENSG00000132465 JCHAIN 1.70 0.007

ENSG00000276231 PIK3R6 1.67 9.12E-06

ENSG00000131203 IDO1 1.67 0.014

Down-regulated expression

ENSG00000118113 MMP8 −2.75 3.17E-04

ENSG00000012223 LTF −2.35 4.79E-04

ENSG00000124469 CEACAM8 −2.19 2.47E-03

ENSG00000123689 G0S2 −2.02 4.95E-03

ENSG00000118520 ARG1 −2.00 4.51E-05

ENSG00000168209 DDIT4 −1.91 4.11E-04

ENSG00000179094 PER1 −1.86 6.80E-04

ENSG00000096006 CRISP3 −1.78 0.002

ENSG00000005961 ITGA2B −1.75 6.90E-04

ENSG00000179869 ABCA13 −1.73 0.001

ENSG00000100985 MMP9 −1.69 0.001

ENSG00000124102 PI3 −1.65 7.32E-04

ENSG00000122025 FLT3 −1.64 3.66E-05
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and after treatment. A P-value <0.05 was considered statistically
significant. All statistical analyses were performed using SPSS
Statistics version 21 (IBM, Armonk, NY, USA). Graphs were plot
using GraphPad Prism version 6 (San Diego, CA, USA).

RESULTS

Study Population
The phenotypic characteristics of the studied subjects of the
RNAseq study and the validation analysis are shown in Table 2.
In both assays, control individuals were older to permit a more
extended period for asthma to have appeared. Thus, age was
significantly higher in the control group than in patients (P <

0.001), except in the case of non-allergic and late-onset asthma
groups, in which the disease had begun at older ages. According

to the inclusion criteria, total IgE levels were significantly higher
in all patient groups than in controls (P ≤ 0.001). Moderate
persistent asthmawas themost common type in both the RNAseq
study and the validation analysis (43.3 and 45.7%, respectively),
followed by intermittent asthma (33.3 and 26.3%, respectively).
The most common aeroallergen sensitization in the validation
analysis patients was pollen, followed by animal dander. No
patient was receiving oral corticosteroids.

Transcriptomic RNAseq Study
Significant differences between control and asthmatic patients
were observed in the transcriptomic assay (P < 0.05). Table 3
shows the top 26 most differentially expressed transcripts
between controls and patients with allergic asthma, according
to P-value and fold change. The main biological roles of these

TABLE 4 | Gene Ontology term enrichment analysis of the more differentially expressed genes.

Term ID Biological process FDR Genes

Immune system

GO:0002376 Immune system process 1.74E-07 ABCA13, ARG1, CEACAM8, CRISP3, CYSLTR2, DDIT4, FLT3, IDO1, IL5RA,

LTF, MMP8, MMP9, PI3, PTGDR2, RAB44, SMPD3.

GO:0006955 Immune response 5.94E-06 ABCA13, ARG1, CEACAM8, CRISP3, CYSLTR2, IL5RA, LTF, MMP8, MMP9,

PI3, PTGDR2, RAB44.

GO:0043312 Neutrophil degranulation 7.28E-05 ABCA13, ARG1, CEACAM8, CRISP3, LTF, MMP8, MMP9, RAB44.

Cellular process

GO:0001775 Cell activation 1.32E-06 ABCA13, ARG1, CEACAM8, CRISP3, FLT3, ITGA2B, LTF, MMP8, MMP9,

PIK3R6, RAB44.

GO:0019221 Cytokine-mediated

signaling pathway

8.10E-03 ALOX15, FLT3, IL5RA, MMP9.

GO:0007166 Cell surface receptor

signaling pathway

0.017 ALOX15, DDIT4, FLT3, G0S2, GPR34, IL5RA, MMP9.

GO:0007165 Signal transduction 0.012 ALOX15, CYSLTR2, DDIT4, FLT3, G0S2, GPR34, HRH4, IL5RA, MMP9,

PIK3R6, PTGDR2.

Cellular response

GO:0050896 Response to stimulus 2.52E-06 ABCA13, ALOX15, ARG1, CEACAM8, CRISP3, CYSLTR2, DDIT4, FLT3,

G0S2, GPR34, HRH4, IDO1, IL5RA, ITGA2B, LTF, MMP8, MMP9, PER1, PI3,

PIK3R6, PTGDR2, RAB44.

GO:0006952 Defense response 9.28E-05 ALOX15, ARG1, CRISP3, DDIT4, HRH4, IDO1, IL5RA, LTF.

GO:0006950 Response to stress 3.00E-04 ALOX15, ARG1, CRISP3, DDIT4, HRH4, IDO1, IL5RA, ITGA2B, LTF, MMP9,

PIK3R6.

GO:0006954 Inflammatory response 2.50E-03 ALOX15, HRH4, IDO1, IL5RA.

GO:0071345 Cellular response to

cytokine stimulus

9.30E-03 ALOX15, ARG1, FLT3, IL5RA, MMP9.

Biological regulation

GO:0048583 Regulation of response

to stimulus

6.84E-05 ALOX15, ARG1, CLC, CYSLTR2, DDIT4, FLT3, G0S2, HRH4, IDO1, LTF,

MMP9, PER1, PIK3R6, PTGDR2.

GO:0009966 Regulation of signal

transduction

6.84E-05 ALOX15, ARG1, CYSLTR2, DDIT4, FLT3, G0S2, HRH4, LTF, MMP9, PER1,

PIK3R6 PTGDR2.

GO:0051239 Regulation of

multicellular organismal

process

2.30E-04 ARG1, CLC, CYSLTR2, IDO1, IL5RA, ITGA2B, LTF, MMP9, PER1, PIK3R6,

PTGDR2.

GO:0001817 Regulation of cytokine

production

6.20E-03 ARG1, CLC, IDO1, IL5RA, LTF, PER1.

GO:0050794 Regulation of cellular

process

0.018 ALOX15, ARG1, CLC, CRY2, CYSLTR2, DDIT4, FLT3, G0S2, GPR34, HRH4,

IDO1, IL5RA, ITGA2B, LTF, MMP9, PER1, PI3, PIK3R6, PTGDR2, SMPD3.

FDR, false discovery rate.
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genes are described in Table 4, which highlights the biological
processes related to the immune system. Among these genes,
IL5RA attracted our attention as a putative asthma biomarker
because it was the best positioned when considering both fold
change and P-value data, and because of its role in different
immune processes.

A protein-protein interaction network analysis was
performed with the selected transcripts to analyze the
interactions among them. Four main clusters were obtained,
referred to as clusters A, B, C, and D (Figure 1). IL5RA
was found in cluster A, which included seven genes:
IL5RA, IL5, FLT3 (receptor-type tyrosine-protein kinase),
PTGDR2 (prostaglandin D2 receptor 2), HRH4 (histamine
H4 receptor), TIMP1 (metalloproteinase inhibitor 1) and
IDO1 (indoleamine 2,3-dioxygenase 1). Regarding the role of
IL5RA in biological processes, the most significant terms were
“immune system process” (FDR 1.74E-07) and “response to
stimulus” (FDR 2.52E-06) (Table 4), as well as in Reactome
pathways, such as “signaling by interleukins” and “RAF/MAP
kinase cascade.”

qPCR Validation Assays
A validation qPCR analysis was performed to confirm the
differences observed in the RNAseq study. Patients were classified
according to the presence of atopy and nasal polyposis (NP), the
severity of asthma and the age of onset of asthma. As summarized
in Table 5, asthmatic patients had significantly higher levels
of peripheral blood eosinophil counts and IL5RA expression
than controls (P < 0.001). That also occurred in all subgroups
except for non-eosinophilic asthma (P = 0.707). Interestingly,
the lower increase in IL5RA expression levels was observed in
patients with non-allergic asthma (NAA) without NP (10.3 ±

11.2; P = 0.037). Significant differences were observed when
comparing these patients with the subgroup of patients who
had NAA with NP (P = 0.047). These significant differences
were not observed among the other subgroups, although IL5RA
expression levels were significantly higher in eosinophilic asthma
than in non-eosinophilic asthma (P < 0.001). Also, IL5RA
expression levels were slightly higher in monosensitized patients
to pollens.

In general, there was an association between asthma severity
and increased levels of IL5RA expression (Table 5). Patients
with intermittent asthma had the lowest expression levels of
IL5RA (12.0 ± 13.7), while patients with severe asthma had the
highest levels (19.9 ± 20.3; P = 0.056). In addition, there was a
statistically significant association between asthma severity and
the number of eosinophils (P = 0.015).

To discard a possible influence of anti-inflammatory
treatments on the expression of IL5RA, patients receiving
inhaled corticosteroids or allergen immunotherapy were
compared with patients not receiving these treatments. One
hundred thirty-nine patients were receiving therapy with
inhaled corticosteroids; 54 patients were receiving allergen
immunotherapy. No statistically significant differences in
the IL5RA expression levels were observed between patients
receiving corticosteroid treatment or allergen immunotherapy
and patients not receiving these treatments.

FIGURE 1 | Protein interaction network of proteins encoded by differentially

expressed genes between controls and asthmatic patients using STRING

software. The strength of data support is indicated by line thickness. The four

main clusters are shown in blue (A), yellow (B), red (C), and green (D).

The relationship between IL5RA expression levels and
peripheral blood eosinophil counts was also analyzed, observing
some correlation with a Pearson’s correlation coefficient of
0.520 (P < 0.001). Remarkably, as shown in Figure 2A, there
were patients with the same eosinophil counts and very
different expression levels of IL5RA. In addition, an eosinophil
count-dependent increase in both IL5RA expression levels and
dispersion was observed when the eosinophil counts were
divided into quartiles (Figure 2B). This fact was also observed
according to asthma severity. The more severe the asthma was,
the greater the IL5RA levels were (Figure 3).

Pharmacogenetic Study
The clinical parameters of the patients included in the proof-
of-concept study are shown in Table 6. Three of the patients
had NP, and three were sensitized to pollens, without present
clinical relevance. All patients were in treatment with high
dose inhaled corticosteroids and tiotropium bromide at entry,
although no patient was treated with oral corticosteroids. Before
treatment with benralizumab, IL5RA expression levels and
eosinophil counts were high in two patients, intermediate in
two, and lower in another one. After 3 months of treatment,
a dramatic reduction (90–100%) of peripheral eosinophil count
was observed in all patients (P = 0.042) (Figure 4A). IL5RA
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TABLE 5 | Blood eosinophil counts and IL5RA expression levels according to asthma diagnosis, sensitization and severity.

N Eosinophils/µla

(Mean ± SD)

IL5RA, relative

expression

(Mean ± SD)

P-valueb P-valuec

Controls 100 127.8 ± 89.4 7.1 ± 6.3

Asthmatic patients 187 380.4 ± 331.0 15.5 ± 15.4 <0.001

Non-allergic asthma (NAA) 76 373.4 ± 367.1 13.9 ± 13.7 <0.001

NAA without NP 33 223.7 ± 169.4 10.3 ± 11.2 0.037 0.047

NAA with NP 43 510.0 ± 441.6 16.6 ± 14.9 <0.001

Allergic asthma (AA) 111 385.6 ± 303.3 16.6 ± 16.4 <0.001

AA without NP 82 308.4 ± 222.9 16.5 ± 17.0 <0.001 0.982

AA with NP 29 577.1 ± 386.9 16.6 ± 15.0 <0.001

Monosensitized to pollens 22 478.7 ± 301.6 20.2 ± 17.3 <0.001

Monosensitized to animal dander 6 300.0 ± 205.2 21.4 ± 29.2 0.050

Monosensitized to mites 10 411.1 ± 513.4 14.5 ± 14.5 0.064

Polysensitized 73 358.8 ± 266.4 15.2 ± 14.7 <0.001

Intermittent asthma 49 290.8 ± 199.3 12.0 ± 13.7 0.003 0.056

Mild persistent asthma 29 337.4 ± 192.7 17.7 ± 18.4 <0.001

Moderate persistent asthma 85 380.5 ± 340.9 15.4 ± 13.4 <0.001

Severe persistent asthma 23 574.0 ± 494.3 19.9 ± 20.3 <0.001

Early-onset asthma 76 364.0 ± 307.4 14.5 ± 14.4 <0.001

Late-onset asthma 111 391.1 ± 346.7 16.1 ± 16.0 <0.001

Non-eosinophilic asthma 32 98.5 ± 66.1 6.6 ± 5.8 0.707 <0.001

Eosinophilic asthma 120 455.6 ± 332.9 18.2 ± 15.4 <0.001

SD, standard deviation.
aAll P-value results for blood eosinophil counts were significant (P < 0.05) among each patient group vs. controls, except for non-eosinophilic asthma (P = 0.082).
bP-value obtained for the comparison of IL5RA expression levels from each patient group vs. controls.
cP-value obtained for comparison of IL5RA expression levels from NAA without NP vs. NAA with NP; AA without NP vs. AA with NP; intermittent asthma vs. severe persistent asthma;

and non-eosinophilic asthma vs. eosinophilic asthma, respectively.

expression levels were reduced between 70–96% after treatment
(P = 0.043) (Figure 4B). A strong correlation was found
between IL5RA levels and peripheral blood eosinophil counts at
pretreatment (Figure 4C) with a Pearson’s correlation coefficient
of 0.940 (P = 0.017). In addition, all patients achieved an
ACT score >20 and a mean increase of 30% in FEV1, except
patient 4. This patient had the highest pretreatment levels of
IL5RA expression, and the improvement of FEV1 reached 50%
(Figure 5).

DISCUSSION

Novel biological therapies have increased clinical treatment
options for asthma. The necessity of identifying biomarkers
to achieve a proper selection of these expensive compounds
has led to the application of transcriptomic methods as a
starting point for discovering new genes involved in the disease.
In a previous transcriptomic study, increased expression of
interleukin-4 receptor (IL-4R) on B cells was observed in allergic
asthma patients (39). In the present study, we have focused on
another type 2 cytokine, IL-5, which is also involved in asthma
pathophysiology. Thus, IL-5RA has been analyzed due to its
implication with eosinophilic-mediated immunity.

In the RNAseq study, significant gene expression differences
were observed between the peripheral blood samples of controls
and allergic asthmatic patients, with a top 26 differentially
expressed genes, as shown in Table 3. Interestingly, most of
these genes are involved in biological processes related to
the immune system, suggesting their potential implication
in the pathophysiology of asthma. IL5RA turned out to be
one of the genes with the highest differential expression,
which is also supported by its relevant role in asthma
(16, 17) and its interactions with other immune response
effector molecules that were detected in the protein-protein
interaction network analysis. All proteins of the IL5RA cluster
had already been reported to participate in functions related
to inflammatory response, signal transduction and eosinophil
mediated immunity, such as eosinophil chemotaxis, regulation
of type 2 cytokine production or cell differentiation and
proliferation (40–44). These functions are consistent with the
biological processes obtained in our transcriptomic study,
described in Table 4. Furthermore, differential IL5RA expression
levels have also been described in the literature, both between
asthmatic patients and controls (45, 46) and pre and post-
benralizumab treatment samples (47).

Following the results obtained in the RNAseq study, we
decided to carry out a qPCR validation study to evaluate
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FIGURE 2 | (A) Correlation between IL5RA expression levels and peripheral blood eosinophil counts of controls and asthmatic patients from the validation analysis.

Four quadrants were obtained by dividing according to the normality values for eosinophil counts (300/µl) and IL5RA expression (7-fold). The green arrows indicate a

constant value of eosinophils at which a wide range of expressed IL5RA values is observed, and vice versa. (B) IL5RA expression levels (mean ± SD) in eosinophil

count quartiles.

the performance of the peripheral blood IL5RA expression
levels in the diagnosis of asthma. Levels were significantly
higher in asthmatic patients than in controls, independently
of the type of asthma (Table 5). This result suggests that it
could be a potential marker in the diagnosis of asthma. One
main limitation is its correlation with eosinophil counts, as a
moderate correlation was observed (r = 0.520). Nevertheless,
as shown by green arrows in Figure 2A, there was a notable
dispersion of values, and some patients had high IL5RA

expression levels compared to their eosinophil counts and vice
versa. Also, we found that patients with the same eosinophil
counts can show very different IL5RA expression levels. For
example, IL5RA expression values ranging from 4 to 32 were
observed for counts of 200 eosinophils/µl. This distribution
was also found in controls, as variability in IL5RA expression
levels was observed at low eosinophil counts. However, the
dispersion was considerably more significant in patients with
high eosinophil counts. This dispersion was also observed
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FIGURE 3 | (A) Correlation between IL5RA expression levels and peripheral blood eosinophil counts according to asthma severity of patients from the validation

analysis. Four quadrants were obtained by dividing according to the normality values for eosinophil counts (300/µl) and IL5RA expression (7-fold). (B) IL5RA

expression levels (mean ± SD) in eosinophil count quartiles according to asthma severity.

in all subgroups according to asthma severity. It can be
speculated that differences could be due to different levels of
expression of the IL5RA by eosinophils, caused by unknown
elements, such as genetic or environmental factors driving the
expression of the receptor. Besides, differences could reflect
the expression by other cell types, such as basophils (20). In
this sense, basophils have been involved in the immunology
of eosinophilic asthma (48). Furthermore, this differential
expression of IL5RA could be related to the different responses
observed to biologics directed against IL5RA. In fact, in the

proof-of-concept study, the patient with the highest levels of
IL5RA expression was the best responder in terms of ACT and
FEV1 (see below).

Concerning the different types of asthma, IL5RA expression
levels were elevated in both allergic and non-allergic asthma.
This finding is in agreement with the fact that responses to
benralizumab are not influenced by the atopy status (49). In
addition, we observed a progressive increase in the expression
of IL5RA levels from intermittent to severe asthma, which could
be related to the number of eosinophils to a great extent.
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TABLE 6 | IL5RA expression levels and clinical parameters in pretreatment and after 3 months of benralizumab treatment.

Eosinophils/µl IL5RA,

relative

expression

FEV1, ml FeNO, ppb ACT

Patient 1

Pretreatment 630 1.8 1,897 43 13

3 months 10 0.6 2,462 68 22

Patient 2

Pretreatment 820 29.2 1,960 - 8

3 months 10 1.2 2,520 - 24

Patient 3a

Pretreatment 437 10.9 2,310 154 12

3 months 0 1.0 3,100 113 22

Patient 4

Pretreatment 1,290 62.5 1,890 66 19

3 months 0 4.7 2,840 198 25

Patient 5a

Pretreatment 630 12.6 2,060 65 12

3 months 10 0.8 2,630 64 21

aPatients previously treated with other biological drugs, but no improvement was observed.

One streaking feature was that IL5RA expression levels were
significantly higher in non-allergic asthma patients with NP
respect to non-allergic asthma patients without NP. In this sense,
it has been described that IL5RA expression is increased in
patients with NP, particularly those with Aspirin-Exacerbated
Respiratory Disease (50). Whether this could be related to
response to the treatment with biologics in patients with chronic
rhinosinusitis with NP remains speculative.

In the proof-of-concept pharmacogenetic study, we selected
peripheral blood because it is easily accessible, a crucial
characteristic of an ideal biomarker (51). In addition, as we
were trying to check the IL5RA expression as a biomarker, we
selected benralizumab treatment as it is directed against IL5RA
(21). All patients were good responders, as demonstrated by the
increase of ACT and FEV1. It is known that anti-IL-5 and anti-
IL-5RA treatments do not significantly modify FeNO levels (52),
as it happened in most of our patients. The increase observed
in some of them could be due to acute exposure to allergens
(53) because adherence to inhaled corticosteroids seemed to be
appropriated. Due to the short follow-up period, exacerbations
were not considered, although no patient had an exacerbation
after treatment with benralizumab; even more, they almost
did not require rescue bronchodilators. All patients showed a
dramatic decrease in peripheral blood eosinophil counts with
values between 0 and 10 eosinophils/µl, as observed in the phase
III studies (21). The pretreatment levels of IL5RA were highly
variable in patients, ranging from 1.8 to 62.5, and were strongly
correlated with pretreatment peripheral blood eosinophil counts
(r = 0.940). Thus, we believe that IL5RA expression level could
add value to peripheral blood eosinophil counts. Accordingly,
the patient with the highest IL5RA expression levels showed the
best lung function response and reached an ACT of 25. In a very
recent study, Nakajima et al. (54) described a group of super

responder to benralizumab patients that had higher expression
of genes related to eosinophils in peripheral blood, together
with significant reductions in the expressions of genes associated
with eosinophilic inflammatory responses after treatment with
benralizumab, with IL5RA among them. So, the expression of
IL5RA could be a useful biomarker of response, as it seems to
be more discriminant than eosinophil counts.

This study is not without limitations since it is a unicentric
study, and the number of patients is low. Nevertheless, this
fact gives uniformity to the study. Additionally, we have mainly
focused on IL5RA, and other genes may also be relevant in
response to treatment. Nevertheless, we selected IL5RA by its
crucial implication in the immunology of T2-asthma and because
benralizumab is directed against this molecule. Finally, the proof-
of-concept study has a limited number of patients and a short
period of follow-up.

CONCLUSION

There is an urgent need for biomarkers of response to
biologics in asthma. In this study, we have explored the
peripheral blood IL5RA expression levels as a possible useful
biomarker for several reasons. First, IL5RA is a plausible
etiopathogenic target and a biologic target for the treatment
of asthma. Second, peripheral blood is easily accessible. Third,
its expression is easily measurable and reproducible. Fourth,
it varies in different types of asthma. And, finally, although it
has a moderate correlation with eosinophils, IL5RA expression
levels probably do not reflect the same, as these levels
vary for a particular count of peripheral blood eosinophils.
Further studies are required for confirming the findings of the
present study.
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FIGURE 4 | (A) Peripheral blood eosinophil counts and (B) IL5RA expression

levels in pretreatment and after 3 months of benralizumab treatment. The

(Continued)

FIGURE 4 | median of each group is also shown. (C) Correlation between

IL5RA expression levels and peripheral blood eosinophil counts at

pretreatment and after 3 months of benralizumab treatment. Pearson’s

correlation coefficient in the pretreatment is also shown. Each symbol

represents a patient ( Patient 1; Patient 2; Patient 3; Patient 4;

Patient 5). The filled symbols correspond to the pretreatment and the empty

symbols to after 3 months of benralizumab treatment.

FIGURE 5 | Percentage of FEV1 value variation in each patient between

pretreatment and after 3 months of treatment with benralizumab. The dotted

line shows the mean of all patients.
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INTRODUCCIÓN
El asma es una enfermedad compleja con múltiples fenotipos que reflejan mecanismos moleculares y celulares distintos. El
asma eosinofílica es el fenotipo más frecuente del asma grave, caracterizado por la producción y liberación de citocinas de
tipo 2 por los linfocitos Th2 e ILC2. No existen parámetros adecuados para seleccionar biológicos en el asma T2,
particularmente biomarcadores, habiéndose empleado la eosinofilia en sangre periférica (SP) y el FeNO como
biomarcadores predictivos de respuesta. Se presenta un paciente tratado secuencialmente con omalizumab, mepolizumab
y benralizumab al que se le determinó la expresión de IL5Rα y CRTH2 en SP.

MÉTODOS
Varón de 53 años diagnosticado de asma persistente moderada por hipersensibilidad al polen de gramíneas hace más de 20
años, que evolucionó a un asma grave eosinofílica con poliposis nasosinusal. Recibió tratamiento con omalizumab entre
2012 y 2017, mepolizumab en 2018 y benralizumab desde 2019. Se aisló ARN total de modo seriado a partir de SP. Se
determinó la expresión de ARNm de IL5Rα y CRTH2 mediante qPCR utilizando SYBR Green. Se utilizó el método comparativo
ΔΔCt empleando GAPDH como gen de referencia.

RESULTADOS
La respuesta al omalizumab y mepolizumab fue incompleta, con discreta reducción de las exacerbaciones, sin mejoría de la
función pulmonar ni de la calidad de vida. Con benralizumab no ha vuelto a presentar exacerbaciones y el FEV1 ha
mejorado 610 ml (24,5%), alcanzando un ACT de 25 (Tabla 1).
Con el omalizumab no se observó reducción de los eosinófilos, ni mejoría de FEV1. La reducción fue parcial con
mepolizumab y muy intensa con benralizumab, con una reducción significativa de los niveles de CRTH2 e IL5Rα (p<0,001)
(Figura 1) (Tabla 1). Además, se encontraron correlaciones positivas entre los niveles de expresión de los biomarcadores y
el recuento de eosinófilos en sangre periférica (Tabla 2).

CONCLUSIÓN
Los niveles de ARNm de IL5Rα y CRTH2 disminuyeron de modo distinto con los diferentes tratamientos y se correlacionaron
con la eosinofilia periférica. Podrían actuar como biomarcadores, aunque son necesarios estudios adicionales.
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Tabla 1. Parámetros clínicos y expresión de biomarcadores.
Tto EO Linfocitos FEV1 FeNO IgE CRTH2 IL5Rα
Pre-Oma 437 2400 2820 154 233 6,85 10,99
Oma* 790 2980 1310 n/d 194 n/d n/d
2ºdosis Mepo 60 2090 1720 162 110 2,38 2,17
4º dosis Mepo 60 1840 1890 n/d 101 3,23 4,12
Pre-Benra 90 3370 2310 162 100 2,16 3,15
2º dosis Benra 0 1910 2670 168 91,4 0,40 0,77
3º dosis Benra 0 2060 3100 113 111 1,19 1,02
4º dosis Benra 0 2190 3060 n/d 138 1,09 2,25
5º dosis Benra 10 2020 2910 104 144 0,68 1,06
6º dosis Benra 10 1720 2810 n/d 172 0,51 0,97
Tto, tratamiento; *4 años y 9 meses tras tratamiento con Omalizumab; EO, eosinófilos; FEV1, 
volumen espirado forzado en 1 segundo; FeNO, Fracción de óxido nítrico exhalado; n/d, no 
disponible.

Figura 1. Análisis de expresión de CRTH2 e IL5Rα tras las dosis recibidas de los
tratamientos biológicos. Se indica con una flecha roja la 2ª dosis de
Benralizumab en la que observamos una mayor reducción en la expresión de los
biomarcadores.

Tabla 2. Correlaciones de Pearson

CRTH2 P valor IL5Rα P valor

Eosinófilos 0,949 <0,001 0,974 <0,001
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RATIONALE: Clinical trials demonstrated efficacy multifood immuno-

therapy (MF-OIT).We sought to examine safety ofMF-OIT in a real-world

setting.

METHODS: From September 2019 to August 2020 patients from the

allergy practice at the Children’s Hospital of Philadelphia with history of

IgE-mediated food allergy reactions were offered to start oral immuno-

therapy (OIT) to up to 5 foods (milk, egg, peanut, wheat, soy, almond,

walnut/pecan, cashew/pistachio, sesame, hazelnut) if skin prick test wheal

diameter was greater than 3 mm and/or specific serum immunglobulin E

levels were greater than 0.35 kU/L. Each food was introduced separately

and updosed over 22 weeks. Target maintenance dose was 300 mg peanut,

treenuts or sesame protein and 4g for milk, soy, egg and wheat.

RESULTS: Two-hundred and five patients started OIT for one (SF-OIT) or

multiple (MF-OIT): 37% reached maintenance (18 MF-OIT, 57 SF-OIT),

55%are still updosing for one ormore foods (31MF-OIT, 82 SF-OIT) due to

COVID-19 delays, 8% discontinued. Patients had similar discontinuation

rate among MF-OIT (6.2%) vs those on SF-OIT (8.6%). Reason for OIT

discontinuation were gastrointestinal symptoms (2.4%-1MF-OIT and 4 SF-

OIT), Eosinophilic Esophagitis (0.5%-1 MF-OIT), anaphylaxis at office

updosing (0.5%-1 SF-OIT), anxiety (0.5%-1 SF-OIT), compliance (1.4%-3

SF-OIT) or unrelated pathologies (1.4%-3 SF-OIT). One patient onMF-OIT

received epinephrine on maintenance dose at home after exercising

immediately after dosing and has continued OITwithout further issues

CONCLUSIONS: We describe that in a pediatric population both MF-

OIT and SF-OIT appear be generally safe and well tolerated, even if

anaphylaxis can occur.

L34 Oleoylethylamide Induces Eosinophilic Airway
Inflammation in Bronchial Asthma

Eun Kyung Kwon1, Ga Young Ban1; 1Kangdong Sacred Heart Hospital,

Hallym University College of Medicine.

RATIONALE: . Endocannabinoids are known to have immunomodula-

tory biologic effects, however, the contribution of oleoylethanolamide

(OEA) on airway inflammation remains to be elucidated. In this study,

OEA increased the population of T2 cytokines releasing ILC2s in mice. In

addition, we revealed its impact on activating peripheral eosinophils from

asthmatics. Therefore, we propose that OEA may contribute to the

pathogenesis of eosinophilic inflammation of asthma.

METHODS: To confirm the effects of oleoylethanolamide (OEA), the

expression of proinflammatory cytokines was measured by RT-qPCR and

ELISA in A549 cells. . BALB/c mice with 4 days of OEA treatment were

assessed for number of airwayinflammatory cells and cytokine levels in

bronchoalveolar lavage fluid, airway hyperresponsiveness, and type 2

innate lymphoid cells. Furthermore, the eosinophil activation after the

treatment of OEA was evaluated with cellular CD69 of eosinophils from

human whole blood using a flow cytometry.

RESULTS: We observed that OEA induced the inflammatory response in

vitro as well as in vivo. OEA increased the levels of pro-inflammatory cy-

tokines such as IL-6, IL-8, IL-33 in A549 cells. In addition, it induced

eosinophilic inflammation, IL-4, IL-5, IL-13 and IL-33 in bronchoalveolar

lavage fluid and airway hyperresponsiveness. OEA increased the numbers

of IL-5 or IL-13-producing ILC2s in mouse model. Finally, we confirmed

that OEA increased the level of CD69 expression, one of important marker

of activation for eosinophils, on purified eosinophils from patients with

asthma than those from healthy controls.

CONCLUSIONS: OEA may play a role in the pathogenesis of asthma

through activation of ILC2 cells and eosinophils.

L35 IL-5 Receptor Subunit Alpha Expression As A
Possible Biomarker In Asthma

Sandra Elena P�erez1, David Heredero Jung1, Asunci�on Garc�ıa S�anchez2,

Miguel Estrav�ıs2, Mar�ıa Mart�ın3, Francisco Mu~noz Bellido1, Mar�ıa Isi-

doro Garc�ıa1, Catalina Sanz3, Ignacio D�avila1; 1University Hospital of

Salamanca, 2University of Salamanca, 3Institute for Biomedical Research

of Salamanca.

RATIONALE: There is a lack of biomarkers in asthma. We have

previously described significantly higher IL5RA levels in asthmatic pa-

tients than controls. This study aimed to investigate the expression of

IL5RA in patients with several types of asthma and its role as a possible

biomarker.

METHODS: One hundred nonatopic nonasthmatic controls and 187

atopic and nonatopic asthmatic patients with different asthma severity,

with or without nasal polyposis, were included. The expression of IL5RA in

peripheral blood was determined using qPCR. Eosinophil counts were also

determined. Patients were distributed in four quadrants according to IL5RA

gene expression and eosinophils counts (normal or elevated).

RESULTS: All controls except three had normal eosinophil levels,

although there were two populations, one with normal IL5RA levels and

another with high expression levels. Asthmatic patients showed a higher

dispersion of IL5RA levels. Although there was some correlation between

eosinophils and IL5RA levels, there were patients with normal eosinophils

and high IL5RA levels and vice versa. The more severe asthma was, the

greater the IL5RA levels were. There were also differences in the distribu-

tion of asthmatic patients with and without nasal polyposis. No differences

were found between atopic and nonatopic asthma.

CONCLUSIONS: The determination of IL5RA levels provides additional

information to eosinophil levels to classify asthmatic patients. It might also

provide information relative to prognosis and response to therapy.

Although further studies are required, IL5RA could play a role as a

biomarker and pharmacogenetic factor in asthma.
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OBJECTIVE

This study aimed to investigate the expression of

IL5RA in patients with several types of asthma

and its role as a possible biomarker.

CONCLUSIONS

▪ The determination of IL5RA levels provides

additional information to eosinophil levels to

classify asthmatic patients. It might also provide

information relative to prognosis and response

to therapy.

▪ Although further studies are required, IL5RA

expression levels might play a role as a

biomarker and pharmacogenetic factor in

asthma.

BACKGROUND

▪ Asthma is a heterogeneous syndrome with a

broad clinical spectrum and high drug response

variability [1].

▪ There is a lack of biomarkers in asthma. Based

on asthma immunopathogenesis, precision

medicine can be a promising strategy for

identifying biomarkers [2].

▪ IL-5 promotes proliferation, differentiation and

activation of eosinophils by binding to the IL-5

receptor, located on the surface of eosinophils.

Biologic therapies acting on the IL-5/IL-5

receptor axis have been developed [3,4].

▪ We have previously described significantly

higher IL5RA levels in asthmatic patients than

controls [5].

RESULTS

▪ All controls except three had normal eosinophil

levels, although there were two populations,

one with normal IL5RA levels (Q1) and another

with high expression levels (Q2) (Figure 1A).

▪ Asthmatic patients showed higher dispersion

of IL5RA levels (Table 1). Although there was

some correlation between eosinophils and

IL5RA levels, there were patients with normal

eosinophils and high IL5RA levels and vice

versa (Figure 1A).

▪ The more severe the asthma was, the greater

the IL5RA levels were (Table 1 and Figure 1B).

▪ There were differences in the distribution of

asthmatic patients with and without NP (Table

1 and Figure 1C).

▪ No differences were found between atopic and

nonatopic asthma (Table 1 and Figure 1D).

Q1 Q2 Q3 Q4 P-value

Controls (N=90) 66.7 30.0 0.0 3.3

Asthmatic patients (N=152) 28.3 21.7 8.6 41.4 <0.001

Intermittent asthma (N=38) 39.5 18.4 13.2 28.9

Mild persistent asthma (N=19) 21.1 21.1 10.5 47.4

Moderate persistent asthma (N=73) 26.0 26.0 6.8 41.1

Severe persistent asthma (N=21) 23.8 14.3 4.8 57.1 0.192*

Asthma with NP (N=59) 20.3 10.2 10.2 59.3

Asthma without NP (N=93) 33.3 29.0 7.5 30.1 0.001

Atopic asthma (N=87) 24.1 21.8 8.0 46.0

Nonatopic asthma (N=65) 33.8 21.5 9.2 35.4 0.533

Table 1. Distribution of controls and patients with several types of asthma in four quadrants. Data

are shown in percentages.

METHODS

▪ 90 nonatopic nonasthmatic controls and 152

atopic and nonatopic asthmatic patients with

different asthma severity, with or without nasal

polyposis (NP), were included.

▪ The expression of IL5RA in peripheral blood

was determined using qPCR. Eosinophil

counts were also determined.

▪ Patients were distributed in four quadrants

(Q1-Q4) according to the normality values for

eosinophil counts (300/µl) and IL5RA gene

expression (7-fold, 2-ΔΔCt method) [5].
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Figure 1. Correlation between IL5RA expression levels and peripheral blood eosinophil counts of

controls and asthmatic patients (1A), severity of asthma (1B), asthma with and without NP (1C) and

atopic and nonatopic asthma (1D). The green arrows indicate a constant value of eosinophils at

which a wide range of expressed IL5RA values is observed, and vice versa.
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Table*

LS mean (SE) change from baseline 
at Week 52

Adjusted mean difference (95% CI, 
mepolizumab vs placebo) at Week 52 p- valuePlacebo Mepolizumab

Work time missed due to health (%) 2.9 (1.46) −0.3 (1.40) −3.18 (−7.16, 0.81) 0.118

Impairment while working due to health (%) −25.2 (2.06) −28.4 (2.00) −3.21 (−8.86, 2.43) 0.264

Overall work impairment due to health (%) −21.9 (2.35) −27.7 (2.29) −5.80 (−12.25, 0.64) 0.078

Activity impairment due to health (%) −25.3 (1.77) −33.1 (1.74) −7.80 (−12.67, −2.93) 0.002

*The mixed- model repeated measures analysis was performed with covariates of treatment group, geographic region, baseline score, log(e) 
baseline blood eosinophil count, visit plus interaction terms for visit by baseline and visit by treatment group. The worst possible score was 
assigned if patients had nasal surgery before Week 52 or withdrew prior to Week 52 or had missing data at Week 52 for any other reason.
CI, confidence interval; LS, least squares; SE, standard error; SF- 36, 36- item Short Form Survey; WPAI, Work Productivity and Activity 
Impairment

1111 | Co- expression of IL5RA and PTGDR2 in patients 
with chronic rhinosinusitis with nasal polyps. Synergy of two 
biomarkers.

Heredero- Jung D. H.1, Elena- Pérez S.1, García- Sánchez A.2, Estravís 
M.3, Martin M.J.2,3, Muñoz- Bellido F.1, Isidoro- García M.1, Sanz C.3, 
Dávila I.1

1. University Hospital of Salamanca, Salamanca, Spain; 2. University of 
Salamanca, Salamanca, Spain; 3. Institute for Biomedical Research of 
Salamanca, Salamanca, Spain

Background: Chronic Rhinosinusitis (CRS) has a significant impact 
on quality of life, loss of productivity, and public healthcare costs. 
CRS is often associated with nasal polyps (CRSwNP), affecting 1 to 
4.5% of the adult population and 0.1% of children. The search for 
reliable biomarkers, which could be used both as therapeutic targets 
and for patient monitoring, is an unmet need. This study aimed to 
investigate the role of IL5RA and PTGDR2 separately or combined as 
possible biomarkers in CRSwNP.
Method: Seventy- seven non- atopic controls without CRS or asthma, 
92 atopic and non- atopic patients with CRSwNP, and 19 non- atopic 

asthmatic patients without CRS, were included in the study. The ex-
pression of IL5RA and PTGDR2 in peripheral blood was determined 
by qPCR, as well as the eosinophil count. Correlation and contrast 
studies were performed, and results were categorized in four quad-
rants (Q1 to 4), according to the levels of IL5RA and PTGDR2 expres-
sion (below or above the mean expressions in controls).
Results: Pearson correlation (r) between IL5RA and PTGDR2 was 0.6 
(p < 0.001). The correlation was significant in all groups of patients. 
There was a clear difference in the distribution of controls and patients 
between Q1 (low expression of both genes) and Q4 (high expression) 
(42% vs. 19% for controls and 17% vs. 59% for patients, respectively). 
More patients with CRSwNP without asthma had high levels of IL5RA 
only than of PTGDR2 only. High levels of both were similarly distrib-
uted in asthmatic patients. In the contrast tests, IL5RA levels were 
significantly higher in CRSwNP without asthma, while PTGDR2 levels 
were not. However, PTGDR2 was significantly higher in CRSwNP with 
asthma, compared to CRSwNP without asthma. A positive correlation 
of both genes with eosinophil counts was significant in all groups, ex-
cept for CRSwNP without asthma, but the correlation between the 
expression of IL5RA and PTGDR2 was maintained.

Conclusion: The expression of IL5RA and PTGDR2 could play a role as biomarkers in CRSwNP. Although both are co- expressed and correlated 
with eosinophils, different combinations of the three variables could help in classifying the patients. The different expression patterns be-
tween CRSwNP with or without associated asthma and the independence from eosinophils in CRSwNP without asthma could be interesting 
as a biomarker point of view. Further studies are required.

Q1 (PTGDR2≤4.62; IL5RA≤6.85)

n n (%) Sex† Age, y EO IL5RA PTGDR2

Controls 32 41.56 65.63 59.16 ± 17.35 96.03 ± 66.92 3.37 ± 1.55 2.28 ± 0.91

Patients 19 17.12 57.89 54.53 ± 16.66 298.41 ± 352.73 3.77 ± 1.24 2.73 ± 0.95

CRSwNP 12 13.04 41.67 57.33 ± 19.1 396.36 ± 405.05 4.1 ± 1.29 2.85 ± 1.07

CRSwNP w/o A 5 20 0 64 ± 14.98 528 ± 501.22 4.99 ± 0.8 3.24 ± 0.85

CRSwNP w/A 7 10.45 71.43 52.57 ± 21.34 286.67 ± 308.85 3.46 ± 1.21 2.58 ± 1.19

NAA w/o CRSwNP 7 36.84 85.71 49.71 ± 10.1 118.83 ± 100.98 3.19 ± 0.99 2.5 ± 0.71



Background and aim

Chronic Rhinosinusitis (CRS) has a significant impact on quality of life, loss of

productivity, and public healthcare costs. CRS is often associated with nasal

polyps (CRSwNP), affecting 1 to 4.5% of the adult population and 0.1% of

children. The search for reliable biomarkers, which could be used both as

therapeutic targets and for patient monitoring, is an unmet need. This study

aimed to investigate the role of IL5RA and PTGDR2 separately or combined as

possible biomarkers in CRSwNP.

Methods

Seventy-seven non-atopic controls without CRS or asthma, 92 atopic and non-

atopic patients with CRSwNP, and 19 non-atopic asthmatic patients without

CRS, were included in the study. The expression of IL5RA and PTGDR2 in

peripheral blood was determined by qPCR, as well as the eosinophil count.

Correlation and contrast studies were performed, and results were categorized in

four quadrants (Q1 to 4), according to the levels of IL5RA and PTGDR2

expression (below or above the mean expressions in controls).

Results

Pearson correlation (r) between IL5RA and PTGDR2 was 0.6 (p<0.001). The

correlation was significant in all groups of patients. There was a clear difference

in the distribution of controls and patients between Q1 (low expression of both

genes) and Q4 (high expression) (42% vs. 19% for controls and 17% vs. 59%

for patients, respectively). Most patients with CRSwNP w/o asthma had high

levels of IL5RA but not high levels of PTGDR2. High expression levels of both

genes were similarly distributed in asthmatic patients. In the contrast tests,

IL5RA levels were significantly higher in CRSwNP without asthma, while

PTGDR2 levels were not. However, PTGDR2 was significantly higher in

CRSwNP with asthma, compared to CRSwNP without asthma. A positive

correlation of the expression of both genes with eosinophil counts was

significant in all groups, except for CRSwNP without asthma, but the

correlation between the expression of IL5RA and PTGDR2 was maintained.

Figure 1. Scatterplot of IL5RA and PTGDR2 expressions. Calculations were made by the comparative ΔΔCt method.

All procedures followed the MIQE guidelines. Q1: quadrant 1 (PTGDR2≤4.62; IL5RA≤6.85); Q2: quadrant 2

(PTGDR2>4.62; IL5RA≤6.85); Q3: quadrant 3 (PTGDR2≤4.62; IL5RA>6.85); Q4: quadrant 4 (PTGDR2>4.62;

IL5RA>6.85). CRSwNP: chronic rhinosinusitis with nasal polyps; NAA: non-allergic asthma.

The performance of both biomarkers was studied via ROC curves, stablishing

the optimal cut-off values using the Youden’s J statistic. For IL5RA, the cut-off

was the same as the mean expression in controls (6.85; SE=0.71, SP=0.68). As

for PTGDR2, it was higher than the mean expression (9.6; SE=0.32, SP=0.96).

However, the Youden index was a bit lower but similar for a cut-off value of

4.31 (SE=0.75, SP=0.53), which could be more interesting in regards of

maximizing the sensitivity, and approaches more to the mean expression in

controls. A new predicted probability variable was rendered using a binary

logistic regression model, using both biomarkers. Interaction between them was

also considered, but discarded due to loss of significance.

Conclusions

The expression of IL5RA and PTGDR2 could play a role as biomarkers in

CRSwNP. Although both are co-expressed and correlated with eosinophils,

different combinations of the three variables could help in classifying the

patients. The different expression patterns between CRSwNP with or without

associated asthma and the independence from eosinophils in CRSwNP without

asthma could be interesting for these biomarkers. Further studies are required.
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Figure 2. Representation of ROC curves

for IL5RA (green), PTGDR2 (purple) and

the combination of both (red). Highest

AUC corresponds to IL5RA

(0.745±0.037). The use of both biomarkers

does not improve the AUC, given the

regression model (0.741±0.035).
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