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Introucción 

 

 

Imagen de tomografía computerizada (TC) de senos paranasales en rinosinusitis crónica con poliposis nasal. Figura extraída de 
Mepolizumab reduces disease symptoms for Patients with Chronic Rhinosinusitis with Nasal Polyps: Data from the SYNAPSE study, 
Tabberer M. et al.1 

 

1.  ASPECTOS CLÍNICOS DE LA POLIPOSIS NASAL 

1.1. DEFINICIONES 

1.1.1. Rinosinusitis crónica 

 La rinosinusitis crónica (RSC) se considera un proceso inflamatorio que afecta a los senos 

paranasales y a la mucosa de las fosas nasales, y que tiene una duración igual o superior a 12 

semanas. 

 El cuadro clínico comprende una serie de signos y síntomas, entre los que se encuentran 

la obstrucción nasal, la rinorrea mucopurulenta (anterior o posterior), la congestión, el dolor o la 
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sensación de presión facial y la alteración del sentido del olfato. El diagnóstico de RSC requiere 

la presencia de al menos 2 de estos síntomas, uno de los cuales debe de ser la obstrucción nasal, 

la rinorrea, la obstrucción o congestión; además, deben existir determinados hallazgos 

endoscópicos o radiológicos. La sintomatología afecta notablemente la calidad de vida (quality of 

life, QoL) del paciente, y se asocia a una importante carga social en términos de pérdida de 

productividad y consumo de recursos sanitarios2. 

 Por otra parte, la remodelación de la mucosa nasal, al igual que ocurre en el asma, puede 

dar lugar a una afectación nasosinusal crónica e irreversible. Por lo tanto, el tratamiento de la 

RSC, en los casos que no puedan ser curados, se basa en el alivio y la reducción de la 

sintomatología para mejorar la calidad de vida del paciente y prevenir la progresión de la 

enfermedad. La terapia incluye el control de la inflamación de la mucosa y del edema, así como 

el mantenimiento de una ventilación y un drenaje nasal adecuados. Es importante prevenir y tratar 

las infecciones concomitantes de microorganismos colonizadores y reducir, en la medida de lo 

posible, el número de episodios agudos de exacerbaciones. La RSC es una de las causas más 

comunes de prescripción antibiótica, por lo que el manejo adecuado de las infecciones asociadas 

está directamente relacionado con la prevención del aumento de resistencias a antibióticos3. 

 La RSC puede asociarse en gran medida al asma, pudiéndose afectar de esta manera tanto 

las vías respiratorias superiores como inferiores. En los pacientes que presentan ambas 

condiciones, el control de la sintomatología de la RSC puede beneficiar al propio control del 

asma, por lo que el tratamiento de ambas patologías se encuentra íntimamente ligado. 

 En líneas generales, la RSC es considerada una entidad compleja, y los fenotipos clínicos 

no tienen por qué corresponder o dar información exacta de lo que ocurre a nivel tisular, celular 

y molecular, aspectos que resultan cruciales en la dilucidación y tratamiento de comorbilidades 

asociadas, como el asma, y el diferente grado de respuesta frente a distintos tratamientos, 

incluyendo los corticoides, la cirugía o agentes biológicos. Un mayor entendimiento de los 

endotipos podría arrojar luz sobre terapias individualizadas contra procesos fisiopatológicos 
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propios del paciente, lo que conllevaría resultados potencialmente más efectivos y 

esperanzadores2. 

1.1.2. Poliposis nasal 

La poliposis nasal (PN) es una enfermedad inflamatoria crónica englobada dentro de la 

rinosinusitis crónica (RSC). Las RSC pueden asociarse a PN (RSCcPN) o no presentar poliposis 

(RSCsPN). Mientras que en la RSCcPN los síntomas más frecuentes son la obstrucción nasal y 

la alteración del olfato, en la RSCsPN se añaden el dolor facial y la congestión nasal como 

síntomas igual de prevalentes4. 

 

Figura 1. Comparación entre control sano y paciente con rinosinusitis crónica con poliposis nasal (RSCcPN). a. 

Comparación de características anatómicas y sintomatológicas. En la RSCcPN, la inflamación de la mucosa y la 

sobreproducción de material mucinoso produce dolor, sensación de presión, secreción nasal y, junto a los pólipos 

nasales, reducción del olfato. b. Comparación en cortes de TC. Se aprecia la opacificación de los senos paranasales y 

la cavidad nasal. c. Comparación rinoscópica, donde se pueden observar pólipos nasales en un paciente con RSCcPN. 

Figuras extraídas de Immunopathogenesis of Chronic Rhinosinusitis and Nasal Polyposis, Schleimer R.5. 
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La RSCcPN se asocia típicamente a congestión nasal, anosmia e hiposmia, drenaje 

postnasal y sensación de presión facial o sinusal (figura 1). Se desarrolla en el contexto de un 

proceso inflamatorio T2 con la participación de linfocitos TH2, mastocitos y células linfoides 

innatas (ILC2), en muchas ocasiones con un aumento de la IgE y en el que participan las citocinas 

T2, principalmente las interleucinas (IL) 4, 5 y 13. La IL-5 actúa como factor de activación y 

supervivencia de los eosinófilos, mientras que la IL-4 y la IL-13 contribuyen a la remodelación y 

a la fibrosis, a la hiperplasia de células exocrinas caliciformes y la producción de mucina y al 

cambio de isotipo de las células B hacia la producción de IgE. Las alarminas, IL-25, IL-33 y la 

linfopoyetina estromal tímica (TSLP), producidas por el epitelio, actúan a varios niveles, entre 

ellos los receptores presentes en las ILC2, activando el proceso inflamatorio T2. En la figura 2 se 

presenta una figura explicativa de la patogenia de la RSCcPN y las dianas farmacológicas. 

 

Figura 2. Inmunopatología de la RSCcPN. Se destacan en rojo las dianas terapéuticas de fármacos biológicos o nuevos 

agentes en investigación para el tratamiento de la RSCcPN. Figura extraída de Biologics in chronic rhinosinusitis with 

nasal polyposis, Laidlaw M., Buchheit M.6. 



 TESIS DOCTORAL - ESTUDIO DE IL5RA COMO BIOMARCADOR GENÉTICO EN POLIPOSIS NASAL  

 

La prevalencia de la PN se estima entre el 1 y 4,5 % en adultos y 0,1 % en niños7,8. La 

etiología es desconocida. Se encuentra relacionada con la inflamación crónica, expresión de 

mucina, formación de biofilmes, infección por Staphylococcus aureus, enterotoxinas y estrés 

oxidativo8–12. No está del todo claro si la sensibilización alérgica está relacionada con la 

patología13. 

La calidad de vida (Quality of Life, QoL) puede verse significativamente afectada en los 

pacientes con poliposis nasal. En los estudios realizados por Radenne et al.14 y Alobid et al.15, 

quienes emplearon el formulario Short Form 36 (SF-36), se observaron diferencias entre los 

sujetos sanos y los pacientes con PN en todos los campos, exceptuando la funcionalidad física en 

el estudio de Alobid et al. Añadido a esto, los pacientes con PN presentaban mayor afectación en 

la esfera mental, en comparación con la física, derivado probablemente de la carga que provocaría 

la patología en sus vidas. 

1.1.3. Definiciones clínicas de rinosinusitis16 

a. Rinosinusitis en los adultos 

En la tabla 1 se indican los criterios de la rinosinusitis en los adultos. 

Tabla 1. Criterios diagnósticos de rinosinusitis en los adultos16.
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b. Rinosinusitis en los niños 

En la tabla 2 se indican los criterios de la rinosinusitis en los niños. 

Tabla 2. Criterios diagnósticos de rinosinusitis en niños16. 

 

       

c. Rinosinusitis aguda en los adultos 

En los adultos, la rinosinusitis aguda se define como la instauración brusca de 

dos o más síntomas, uno de los cuales debe ser obstrucción o congestión nasal o secreción 

nasal (anterior o posterior), acompañados o no de dolor o presión facial y/o pérdida o 

reducción de olfato, por un periodo inferior a 12 semanas. Si el problema es recurrente, 

con periodos asintomáticos entre episodios, se requiere confirmación mediante consulta 

presencial o telefónica16. 

d. Rinosinusitis aguda en los niños 

La rinosinusitis aguda en niños se define como la instauración brusca de dos o 

más síntomas: obstrucción o congestión nasal, secreción nasal clara o tos, por un periodo 

inferior a 12 semanas. Si el problema es recurrente, con periodos asintomáticos entre 

episodios, se requiere confirmación mediante consulta presencial o telefónica. 
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e. Rinosinusitis aguda recurrente 

Se define como 4 o más episodios de rinosinusitis aguda al año, separados por 

periodos asintomáticos. 

f. Rinosinusitis crónica 

Presencia de síntomas de rinosinusitis que persisten 12 o más semanas. 

g. Rinosinusitis difícil de tratar 

Se puede considerar que los pacientes que no alcanzan un nivel aceptable de 

control a pesar de un adecuado tratamiento quirúrgico y médico (corticosteroides 

intranasales y hasta dos ciclos cortos de antibióticos o corticosteroides sistémicos en el 

último año) presentan una rinosinusitis difícil de tratar16. En estos pacientes es de especial 

interés el entendimiento de las vías moleculares implicadas, con el objetivo de optimizar 

el tratamiento de forma individual y personal. En la tabla 3 muestra la clasificación de la 

RSC en función del control clínico. 

Tabla 3. Clasificación de la RSC según el control clínico en el último mes, EPOS 202016. 

 
Controlada 

(todos los siguientes) 

Parcialmente controlada 

(al menos 1 presente) 

No controlada 

(3 o más presentes) 

Obstrucción nasal Ausente o no molesta 
Presente la mayoría de los 

días de la semana 

Presente la mayoría de los 

días de la semana 

Rinorrea / goteo 

postnasal 
Escasa y mucosa 

Mucopurulenta la mayoría 

de los días de la semana 

Mucopurulenta la mayoría 

de los días de la semana 

Dolor facial / presión 

facial 
Ausente o no molesta 

Presente la mayoría de los 

días de la semana 

Presente la mayoría de los 

días de la semana 

Olfato Normal o poco afectado Afectado Afectado 

Alteración del sueño o 

fatiga 
Ausente Presente Presente 

Endoscopia nasal (si se 

dispone de ella) 

Mucosa normal o casi 

normal 
Mucosa afectada Mucosa afectada 

Tratamiento de rescate 

(en los últimos 6 meses) 
Sin necesidad 

Necesidad de un ciclo de 

tratamiento de rescate 

Los síntomas persisten a 

pesar del tratamiento de 

rescate 
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1.1.4. Clasificación de la rinosinusitis crónica 

 La guía EPOS 2020 del grupo European Position Paper on Rhinosinusitis and 

Nasal Polyps (EP3OS), apoyada por la European Academy of Allergology and Clinical 

Immunology (EAAIC) y la European Rhinologic Society (ERS), establece la división entre RSC 

primaria y secundaria. La primera subdivisión distingue entre RSC localizada (unilateral) y difusa 

(bilateral) sobre la base de la distribución anatómica. A continuación. la enfermedad se clasifica 

por el endotipo dominante. En las figuras 3 y 4 se presenta la clasificación de la RSC primaria y 

secundaria, respectivamente. 

 

Figura 3. Clasificación de la RSC primaria, EPOS2020. RSFA: Rinosinusitis fúngica alérgica. RSCcPN, rinosinusitis 

crónica con poliposis nasal; RSCe, rinosinusitis crónica eosinofílica; CCAD, enfermedad alérgica de compartimentos 

centrales. 

 

Figura 4. Clasificación de la RSC secundaria, EPOS2020. PCD, discinesia ciliar primaria; CF, fibrosis quística; GPA, 

granulomatosis con poliangeítis (enfermedad de Wegener); EGPA, granulomatosis eosinofílica con poliangeítis 

(enfermedad de Churg-Strauss). 
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Patología 
local
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Odontogénica

Tumoral
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Inflamatoria

GPA, EGPAInmune
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1.1.5. Impacto de la rinosinusitis 

a. Calidad de vida (Quality of Life, QoL) 

El impacto que ejerce la rinosinusitis, tanto crónica como aguda, en la calidad de 

vida de los pacientes, es uno de los mayores problemas asociados a la patología, que ha 

sido ampliamente descrito. Los síntomas cardinales de la RSC (obstrucción nasal, 

insuficiencia ventilatoria nasal, congestión, rinorrea, alteración del olfato, presión y dolor 

facial) son responsables del empeoramiento del bienestar de las personas afectadas y, si 

bien no existe habitualmente riesgo vital, constituyen un espectro de síntomas que actúan 

como graves limitantes de la vida diaria. Así, en un estudio realizado por Gliklich y 

Metson17 se observó que la RSC presentaba un impacto en la calidad de vida superior al 

de la angina de pecho o la insuficiencia cardiaca crónica. 

El impacto en la calidad de vida de la RSC se ha evaluado mediante cuestionarios 

validados como el Eq-5D18 o el SF3617,19, más orientados a medicina general, o el 

SNOT1620 y SNOT2221, más específicos de patología rinológica16. 

b. Costes asociados a la rinosinusitis 

Los costes económicos asociados a la RSC no son en absoluto desestimables y 

superan a los de la úlcera péptica, las agudizaciones del asma o la rinitis alérgica 

estacional22. En los Estados Unidos, el coste por paciente y año es de alrededor de 2600 

$, oscilando la cifra global entre 10 000 y 13 000 millones de dólares al año.  

En términos generales, la RSC supone un gasto sanitario de unos 2500 € por 

paciente por año, a los que es necesario añadir los gastos indirectos (mucho mayores) por 

pérdida de productividad y absentismo, puesto que el rango de edad de la patología 

incluye la edad laboral (18 a 65 años). Cabe destacar que en los Estados Unidos la 

rinosinusitis es una de las 10 enfermedades más costosas para el empleador23. 

Los gastos asociados a la cirugía son elevados, oscilando entre unos 11000 $ en 

EE. UU. y 1100 $ en India24,25.  
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1.2. EPIDEMIOLOGÍA DE LA RSC 

1.2.1. Prevalencia 

La epidemiología de la rinosinusitis crónica no está tan estudiada como otros aspectos 

como su tratamiento o el diagnóstico. Las estimaciones de prevalencia pueden estar sesgadas por 

el solapamiento con otras patologías rinológicas, pudiendo estar sobreestimada16. 

Un importante estudio epidemiológico sobre la RSC realizado en Europa fue el que 

realizó la Global Allergy and Asthma European Network (GA2LEN)156, mediante el empleo de 

cuestionarios postales enviados a una muestra aleatoria de individuos entre 15 y 75 años. Se 

obtuvo una prevalencia global del 10,9 %, Los estudios realizados en otras partes del mundo, con 

métodos similares al de GA2LEN, demostraron resultados de prevalencia con una considerable 

variabilidad entre países, oscilando entre un 5,5 % en Brasil (27) y un 28 % en Irán (32) 27–32.El 

diagnóstico clínico de la RSC basado meramente en la sintomatología, sin estar apoyado por 

signos radiológicos o endoscópicos de inflamación en la mucosa nasal, puede llevar a confusión 

con otras patologías como la rinosinusitis aguda o la rinitis alérgica. La adición de la endoscopia 

nasal y la tomografía computarizada, hicieron del diagnóstico de la RSC un proceso más fiable. 

En el estudio realizado en Corea del Sur, la adición de la endoscopia nasal al diagnóstico redujo 

la prevalencia de un 12 % a un 1,2 %. En otras situaciones, la prevalencia disminuía al combinar 

el diagnóstico sintomatológico, extraído de guías EPOS, con la tomografía computarizada33. 

También se dieron casos en otros estudios de nuevos diagnósticos endoscópicos en pacientes con 

sintomatología negativa que previamente no habían sido etiquetados de RSC34. 

Hoy en día, se estima que la rinosinusitis crónica afecta a una gran parte de la población 

(en torno al 5-12 %), constituyendo uno de los problemas de salud más frecuentes. La prevalencia 

puede variar por las diferencias entre criterios diagnósticos (clínica vs. hallazgos objetivos por 

rinoscopia o imagen). Se han descrito prevalencias más elevadas en la población de Oriente 

Medio35. 
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 La edad media de diagnóstico es de 39 años27,36. El rango de edad es sin embargo 

amplio, con afectación tanto a adultos como niños. 

1.2.2. Subtipos de la rinosinusitis crónica 

 La rinosinusitis crónica con poliposis nasal (RSCcPN) comprende entre un 25 y un 30 % 

de los casos de RSC157. 

 La rinosinusitis crónica sin poliposis nasal (RSCsPN) es más frecuente que la RSCcPN 

(en torno a un 60-65 % de los casos), mientras que la rinosinusitis fúngica alérgica (RSFA) 

engloba menos del 5 % de los pacientes con RSC, aunque su prevalencia aumenta en algunas 

áreas geográficas (pacientes jóvenes en zonas del sur de los Estados Unidos). 

 

1.3. ASPECTOS ETIOLÓGICOS 

 La etiología de la rinosinusitis crónica, con o sin poliposis nasal, es compleja y variada, 

pudiendo ser la remodelación de la mucosa nasal y la inflamación subyacente responsables de la 

propia definición de la patología, causada por multitud de factores predisponentes. 

1.3.1. Factores predisponentes de rinosinusitis crónica con poliposis nasal (RSCcPN) 

a. Alergia 

La relación entre la sensibilización alérgica y la RSC es controvertida y 

ha sido objeto de diversos análisis. Una revisión sistemática realizada en 2014 

que analizó 24 artículos37  concluyó que el papel de la alergia en la RSCcPN y la 

RSCsPN no está claro y la evidencia es escasa. De todos modos, la 

recomendación es evaluar la alergia en los pacientes con RSC y tratarla de modo 

apropiado (proyecto POLINA209). Algunos estudios posteriores han apuntado 

que los distintos fenotipos de RSC pueden presentar una relación variable con la 

alergia, sobre todo la RSFA y la CCDAR. 
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b. Asma y otras patologías de las vías respiratorias inferiores 

La prevalencia de asma en los pacientes con RSC es de un 25 %, muy 

superior a la prevalencia de asma en la población general (alrededor del 5 %)213, 

y es superior en los pacientes con RSC y rinitis alérgica concomitantes. En un 

estudio realizado en el Reino Unido, los autores encontraron una prevalencia de 

asma cercana al 10 % en los controles, superior al 20 % en los pacientes con 

RSCsPN, cercana al 45 % en los pacientes con RSCcPN y superior al 70 % en 

los pacientes con RSFA. En los pacientes que presentan simultáneamente ambas 

entidades, la asociación entre asma y RSC repercute negativamente en la QoL42. 

Otras asociaciones relevantes de la RSC son la enfermedad pulmonar 

obstructiva crónica (EPOC) y las bronquiectasias45. 

c. Enfermedad respiratoria exacerbada por antiinflamatorios no esteroideos  

La enfermedad respiratoria exacerbada por aspirina o, de modo más 

amplio, por fármacos antiinflamatorios no esteroideos o AINE (EREA), es una 

entidad caracterizada por la presencia de RSCcPN, asma y episodios de 

broncoespasmo en relación con la toma de AINE.  

Respecto a la prevalencia de esta entidad, un metanálisis reciente 

concluyó que la EREA se puede presentar en un 7 % de los pacientes con asma 

típica y hasta en un 15 % de los pacientes con asma grave158. Por su parte, entre 

los pacientes con PN, se estima que la prevalencia puede oscilar entre el 8 y el 

16 %159. En los pacientes con asma y PN la prevalencia puede ascender al 30 

%160. Se estima que hasta un 15 % de los pacientes con EREA no son conscientes 

de presentar hipersensibilidad a los AINE y precisan ser diagnosticados mediante 

prueba de provocación161. 
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d. Inmunodeficiencias 

Diversos estudios apuntan a una prevalencia aumentada de 

inmunodeficiencias en la población con rinosinusitis crónica, siendo las más 

frecuentes la inmunodeficiencia variable común y la deficiencia selectiva de 

IgA49. Un metanálisis50, que incluyó 1418 individuos de 13 estudios, encontró 

que el 23 % de los pacientes con RSC difícil de tratar y el 13 % de aquellos con 

RSC recurrente presentaba déficits de inmunoglobulinas. Este metanálisis puede 

estar sesgado por haberse realizado en centros de referencia terciarios, donde la 

prevalencia de inmunodeficiencias puede ser mayor. Dejando esto a un lado, es 

bastante probable que la RSC se asocie a un aumento significativo de 

hipogammaglobulinemia16. En los pacientes con RSC y mala respuesta al 

tratamiento habitual es importante valorar realizar un estudio de inmunidad. 

 

e. Reflujo gastroesofágico 

La enfermedad por reflujo gastroesofágico (ERGE) afecta a un 

porcentaje elevado de la población (en torno a un 10% en occidente), y se 

contempla como un posible factor predisponente y de empeoramiento de la RSC, 

sin llegar a confirmarse su asociación y sin que exista un consenso sobre los 

posibles beneficios del tratamiento antirreflujo en pacientes con RSC 

recurrente16. No obstante, se podría valorar el tratamiento antirreflujo en 

determinados pacientes, incluso sin síntomas de ERGE. 

f. Variaciones anatómicas nasales 

 Las variaciones anatómicas nasales tienen interés en la patogénesis de la 

RSC por la obstrucción del complejo ostiomeatal. En una revisión realizada en 

2010 por Orlandi et al. se demostró una asociación significativa entre la 

desviación septal y la presencia de RSC, si bien los pacientes afectos de RSC 
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presentaban inflamación bilateral53. A pesar de que las variaciones anatómicas 

nasales no tienen por qué estar relacionadas con la aparición de RSC, se sospecha 

su implicación en la progresión de la enfermedad. Sedaghal et al.55 encontraron 

una asociación entre una progresión más rápida de la RSC y la presencia de 

variaciones anatómicas como la presencia de celdillas infraorbitales o de Haller 

(celdillas de aire laterales a la lámina orbital del etmoides) o celdas frontales 

intersinusales, si bien dicha prevalencia no ha sido comparada con la de la 

población sin RSC. 

 

g. Factores microbiológicos 

Teniendo en consideración la naturaleza multifactorial de la RSC, la 

microbiota puede desempeñar también un papel en su patogénesis. En primer 

lugar, la progresión de la RSC no se ve claramente favorecida por el uso de 

antibioterapia16; no obstante, se ha evaluado la colonización por distintos 

patógenos de las vías respiratorias nasales en pacientes con RSC. En el ser 

humano, el Staphylococcus aureus coloniza frecuentemente las vías respiratorias 

y se ha asociado con el asma. Se han encontrado asociaciones similares en el caso 

de la RSC, si bien no parece haber diferencias entre RSCcPN y RSCsPN56. Otros 

patógenos que se han relacionado pertenecen a las especies Corynebacterium, 

Propionibacterium y a otras especies de Staphylococcus; también se ha 

relacionado al hongo Malassezia restricta57. 

Los biofilmes están constituidos con un conglomerado de 

microorganismos que se adhieren entre sí y, frecuentemente, a una superficie; 

están recubiertos de una delgada matriz extracelular. Los microorganismos que 

los constituyen expresan una serie de genes diferencialmente regulados162. La 

población de estos biofilmes abarca especies como S. aureus, Pseudomonas 

aeruginosa, Moraxella catarrhalis o Haemophilus influenza, siendo los de S 

aureus los más frecuentemente asociados con RSC recalcitrantes o recurrentes. 
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Su prevalencia en la RSC se estima entre el 29 y el 72 %, y los pacientes con 

RSC y biofilmes presentan mayor gravedad preoperatoria y persistencia de los 

síntomas tras la cirugía, con inflamación persistente e infecciones 

concomitantes210,211. 

En cuanto a los virus, los coronavirus son los más frecuentemente 

encontrados en los pacientes con RSC58, mientras que los virus Parainfluenza 

son los que más se asocia a disfunción olfatoria posinfecciosa, pudiendo 

desempeñar un papel en la génesis de la patología59. Actualmente, existe también 

evidencia de su implicación en las exacerbaciones agudas y se piensa que una 

infección vírica transitoria puede considerarse como un estímulo inflamatorio 

desencadenante16. 

La afectación infecciosa fúngica en la rinosinusitis crónica abarca desde 

colonizaciones superficiales (infección fúngica saprofítica y bola fúngica) o 

manifestaciones alérgicas hasta entidades como la rinosinusitis fúngica invasiva 

granulomatosa crónica16. 

 

h. Disfunción ciliar 

Las deficiencias en el aclaramiento mucociliar de las vías respiratorias 

superiores debidas tanto a defectos ultraestructurales primarios como a defectos 

funcionales de los cilios, posiblemente secundarios a factores contaminantes o 

infecciosos, están también implicadas en la RSC. Si el aclaramiento mucociliar 

se ve afectado, las vías respiratorias resultan más vulnerables a infecciones y 

obstrucciones de repetición, lo que incrementa su susceptibilidad a factores 

ambientales extrínsecos (polución, microbiológicos…) y acaba resultando en una 

reacción inflamatoria secundaria, que exacerba el defecto del aclaramiento212. 
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i. Tabaquismo 

El tabaquismo, tanto activo como pasivo, se asocia de forma clara con la 

RSC. Los productos presentes en el humo del tabaco inducen inflamación y estrés 

oxidativo en la mucosa, lo que conlleva la aparición de sintomatología nasal. La 

encuesta GA2LEN demostró una asociación significativa entre tabaco y RSC60. 

En estudios realizados en población pedíatrica61,62 se ha relacionado el 

tabaquismo pasivo con un peor pronóstico. 

 

j. Contaminación 

Existen diversos estudios de correlación entre la exposición a la polución 

ambiental u ocupacional y el desarrollo de RSC, teniendo en cuenta la gran 

variedad de contaminantes y periodos de exposición a las que se pueden ver 

sometidos los pacientes. Los niveles de exposición pueden influir en la gravedad 

de la sintomatología de la RSC, siendo más relevante la afectación en la 

RSCsPN63; las condiciones de hacinamiento y pobreza se asocian también a un 

incremento en la prevalencia; y la exposición ocupacional a polvo de papel, 

productos de limpieza, animales, moho y humedad, u otros agentes ambientales, 

se encuentra, a su vez, relacionada con la RSC64,65. Un estudio reciente 

correlacionó la exposición ocupacional al polvo con la poliposis nasal en 

trabajadores de la industria textil65. 

 

k. Síndrome de apnea obstructiva del sueño (SAOS) 

El SAOS y la RSC presentan solapamiento de síntomas y a menudo 

pueden infradiagnosticarse casos de SAOS en los pacientes con RSC. En estos 

casos, el SNOT-22 puede ayudar a diferenciar ambas entidades: si la 

sintomatología predominante se relaciona más con ítems relacionados con el 

sueño (puntuaciones más elevadas en ítems psicológicos y de sueño)66. Sin 

embargo, en un estudio taiwanés no se encontró correlación entre la presencia de 
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SAOS y la gravedad de la rinosinusitis, ni se observó un empeoramiento de los 

problemas de sueño en los pacientes con PN67. La relación entre ambas entidades 

no está del todo clarificada y precisa de mayor estudio. 

 

l. Otros 

El consumo de alcohol puede verse asociado a un empeoramiento de los 

síntomas. La prevalencia más alta de hiperrespuesta nasal y bronquial inducida 

por el alcohol se observa en pacientes con enfermedad respiratoria exacerbada 

por AINE (N-ERD), seguida de la RSCcPN y, menos frecuentemente, en la 

RSCsPN69. 

Otros posibles factores predisponentes de RSC abarcan desde el 

síndrome metabólico68 o infecciones dentales hasta enfermedades sistémicas 

como la granulomatosis con poliangeítis, la granulomatosis con poliangeítis 

eosinofílica (antigua vasculitis de Churg-Strauss)70 o, más raramente, la 

sarcoidosis71, la fibrosis quística o la discinesia ciliar primaria. 

 

1.4. DIAGNÓSTICO 

El diagnóstico de la rinosinusitis crónica, como ya se ha descrito con anterioridad, se basa 

fundamentalmente en la combinación de historia clínica sintomatológica y signos endoscópicos 

y de imagen por tomografía computarizada (Tabla 1). 

Como se ha especificado, los cuatro síntomas cardinales de la CRS son: 

• Obstrucción y/o congestión/bloqueo nasal 

• Secreción nasal mucopurulenta anterior y/o posterior 

• Dolor/presión/plenitud facial 

• Reducción o pérdida de olfato (Tos en niños) 
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• Obstrucción y/o congestión/bloqueo nasal 

El concepto de congestión nasal puede diferir mucho entre los pacientes, 

desde una sensación de obstrucción o presión hasta la presencia excesiva de 

secreciones. La congestión típica de la RSC es bilateral, si bien los pacientes 

pueden referirla de predominio unilateral. En caso de verdadera unilateralidad, 

hay que valorar la posibilidad de que existan variaciones anatómicas locales, 

desviación septal o tumoraciones, tanto benignas como un pólipo antrocoanal 

(típicamente unilateral, largo, no relacionado directamente con la RSCcPN), 

como malignas. 

 

• Secreción nasal mucopurulenta anterior y/o posterior 

La secreción típica de la RSC es blanquecina o amarillenta, aunque existe 

variabilidad entre los pacientes. La secreción espesa amarillenta, verde o de 

marronácea es más característica de la rinosinusitis aguda recurrente, la 

rinosinusitis fúngica o la eosinofílica. 

 

• Dolor/presión/plenitud facial 

La sensación de dolor o plenitud facial aparece en la mayoría de los 

pacientes con RSC, aunque es menos frecuente en la RSCcPN, debido a que en 

esta entidad el engrosamiento de la mucosa no se asocia habitualmente con 

infecciones crónicas72. Otros síntomas pueden ser migrañas, cefaleas tensionales, 

cefaleas en racimo, problemas de la articulación temporomandibular, problemas 

dentales u otros tipos de dolor facial inespecíficos. Su especificidad en la RSC es 

menor que la de la obstrucción o la secreción nasales73. 

 

 



 TESIS DOCTORAL - ESTUDIO DE IL5RA COMO BIOMARCADOR GENÉTICO EN POLIPOSIS NASAL  

 

• Reducción o pérdida de olfato (tos en los niños) 

La reducción (hiposmia) o pérdida completa (anosmia) del olfato se 

asocian con el engrosamiento de la mucosa o la opacificación de la fosa nasal 

entre el septum y el meato medio, siendo mucho más frecuente en la RSCcPN 

que en la RSCsPN75,76. La distorsión de la sensación olfativa 

(parosmia/fantosmia) es muy rara en la RSC y suele deberse a traumatismos o 

infecciones. Además, a diferencia de estas últimas, la hiposmia de la RSC 

presenta, de forma particular, fluctuación, pudiendo variar según la evolución de 

la obstrucción y la inflamación de la mucosa. Las causas más frecuentes de 

reducción de olfato se detallan en la tabla 4. 

 

Tabla 4. Causas más frecuentes de disfunción olfativa. 

Causa 
Frecuencia (en clínicas 

especializadas) 

Frecuencia (en con-

sultas de ORL) 

Presencia de distorsiones 

(parosmia/fantosmia) 

RSC 6 - 21 % 72% Rara 

Post-infecciosa 26 – 40 % 11% Muy frecuente 

Post-traumática 16 – 39 % 5% Frecuente 

Idiopática 14 – 22 % 6% Variable 

Neurológica/neurodegenera-

tiva 
1 – 2 % n/a Variable 

Congénita 4 – 10 % 1% Muy poco frecuente 

Otras causas (tóxicos…) 9 – 15 % 5% Variable 

Tabla extraída de la Guía EPOS 202016. 

 

Los signos de complicación o de alarma que indican la necesidad de una atención urgente 

incluyen la fiebre elevada, la pérdida de visión o visión doble, la proptosis, el edema periorbitario 

grave, la oftalmoplejía, la cefalea grave, los signos meníngeos u otros signos neurológicos focales, 

y la epistaxis recurrente77. 
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1.4.1. Rinosinusitis crónica con poliposis nasal (RSCcPN) 

 La RSCcPN se caracteriza por la presencia de pólipos nasales típicamente bilaterales en 

la cavidad nasal o en los senos paranasales. Los pólipos típicos de la RSCcPN son masas 

brillantes, gelatinosas, compuestas de material inflamatorio. Son traslúcidos y de coloración 

amarillenta a grisácea o blanquecina, debido a su 

pobre irrigación, como se aprecia en la figura 5. Los 

pólipos más grandes o extensos se pueden observar 

con rinoscopia anterior de forma directa, mientras 

que los más pequeños y posteriores precisan de 

técnicas endoscópicas y de imagen. 

Figura 5. Pólipo nasal. Se aprecia el aspecto pálido y  

la irrigación pobre (fotografía propia). 

 

Característicamente, la RSCcPN suele presentarse con un empeoramiento gradual de la 

sintomatología (congestión/obstrucción, plenitud y presión en senos paranasales, secreción nasal 

posterior e hiposmia/anosmia), siendo menos frecuente la fiebre o el dolor facial intenso. Afecta 

normalmente a individuos inmunocompetentes.  

 

• Técnicas de imagen 

El diagnóstico por imagen se basa fundamentalmente en la tomografía 

computarizada (TC) (figura 6). Se observa un engrosamiento de la mucosa 

generalizado y bilateral. Los pólipos se diferencian por su forma y contorno 

(protrusiones redondeadas hacia las cavidades nasales y de senos), pero también 

presentan la misma densidad radiológica que la mucosa. A veces, las secreciones 

pueden quedar atrapadas entre los pólipos, otorgándoles una densidad mixta. 

La resonancia magnética puede ser también de utilidad para clarificar 

casos más ambiguos. 
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Figura 6. Características radiológicas y aspecto endoscópico de la RSCcPN. a. TC coronal que muestra la evidencia 

prequirúrgica de persistencia de mucosa polipoidea, engrosamiento de ambos senos maxilares y opacificación de los 

senos etmoidales anteriores. b. Imagen de endoscopia que muestra la típica apariencia de recrecimiento polipoideo en 

la región etmoidea anterior izquierda. Figura extraída de UpToDate (2021). 
 

• Características histológicas 

La biopsia de la mucosa polipoidea se caracteriza por la presencia de 

edema, la escasez de glándulas submucosas y la fibrosis estromal, con infiltración 

mixta de células mononucleadas y de eosinófilos, con predominio de estos 

últimos (figura 7).  

El tejido polipoideo contiene niveles altos de citocinas T2, como la IL-5 

y la IL-13, así como de histamina79. 
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Figura 7. Corte histológico de pólipo sinonasal donde se aprecia la expansión de la submucosa acompañada de 

infiltración por material fluido y proteico, a menor (a) y mayor aumento (b). Imagen extraída de 

https://www.pathologyoutlines.com/. 

  

 

 

• Etiopatogenia 

 Existen diversos factores que pueden afectar al desarrollo de pólipos 

nasales y, en concordancia, diversas hipótesis sobre la etiopatogenia. Como la 

RSC, la formación de pólipos nasales es multifactorial y depende tanto de 

factores ambientales como hereditarios. La mayor parte de los pacientes asocian 

procesos inflamatorios T2 en la mucosa nasal, cuya etiología en pocas ocasiones 

se encuentra esclarecida. Algunos casos presentan asma, sinusitis fúngica u otras 

patologías concomitantes. 

https://www.pathologyoutlines.com/
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Existen diversas teorías sobre la etiopatogenia de los pólipos nasales, 

como pueden ser la influencia de la atopia (debido a la eosinofilia asociada a la 

poliposis), de las alteraciones en el flujo aéreo, que provocarían una modificación 

del flujo adecuado de la mucosidad nasal (variaciones anatómicas, afectación de 

las vías respiratorias superiores) o de las alteraciones vasomotoras (con el 

consecuente incremento de la permeabilidad vascular y formación de edema 

submucoso)163. 

Sin embargo, la hipótesis más aceptada hoy en día, y que no está 

desligada completamente de las situaciones indicadas antes, es la de la influencia 

de procesos inflamatorios de tipo 2, como ya se ha mencionado con anterioridad, 

con la participación de linfocitos TH2, mastocitos e ILC2, aumento de la IgE y 

participación de las citocinas T2, principalmente IL4, IL5 e IL13, así como de 

las alarminas IL-25, IL-33 y TSLP.  

De esta manera, los defectos en la funcionalidad del epitelio y la 

inflamación T2 contribuirían a la remodelación tisular y al crecimiento de los 

pólipos nasales, así como al estado inflamatorio crónico del tejido, como una 

respuesta adaptativa inmune del mismo164. 

 

1.4.2. Evaluación 

La evaluación de la RSC incluye, por lo tanto, la historia clínica, la demostración objetiva 

de enfermedad de la mucosa nasal (edema mucopurulento, poliposis nasal o engrosamiento de la 

mucosa u opacificación de senos paranasales demostrados por técnicas de imagen), el estudio 

alérgico y la evaluación de posibles defectos inmunológicos o complicaciones infecciosas. 

 La historia clínica debe tener en cuenta la presencia de los síntomas cardinales de la RSC, 

su duración, el estudio de posibles etiologías y exposiciones a agentes ambientales y alérgenos en 
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casa o en el trabajo, así como la consideración de estudios previos de imagen, tratamiento o 

intervenciones quirúrgicas previas. 

 La evaluación de una posible atopia aporta también información sobre la posible etiología 

o factores desencadenantes de la patología, y ayuda al diagnóstico diferencial con la rinitis 

alérgica. La prevalencia de la sensibilización alérgica en los pacientes con RSC se encuentra entre 

el 60 y el 84 %75,83. 

 La evaluación de la condición inmune del paciente es interesante en aquellos casos de 

episodios recurrentes de rinosinusitis aguda purulenta o cuando existe historia concomitante de 

infecciones pulmonares u otitis media de repetición. Las inmunodeficiencias se relacionan más 

frecuentemente con la RSCsPN que con la RSCcPN (alrededor de un 12 % de las RSCsPN75). 

Para el estudio de otras posibles enfermedades sistémicas asociadas es recomendable una 

evaluación de perfiles de laboratorio hematimétricos, con recuento diferencial de células 

sanguíneas, de autoinmunidad (presencia de anticuerpos anticitoplasma de neutrófilos (ANCA), 

relacionados con vasculitis autoinmunes) y bioquímicos generales (niveles de enzima 

convertidora de angiotensina (ECA) en sangre periférica, elevada en muchos casos de 

sarcoidosis). La radiografía de tórax, el test del sudor o el despistaje de posibles variantes génicas 

del gen CFTR descartan la asociación de fibrosis quística. Para la sospecha de discinesia ciliar 

primaria conviene realizar estudios de imagen de pulmón, biopsia nasal o bronquial y la medición 

de la fracción espirada de óxido nítrico (FeNO) nasal, que está típicamente disminuida. 

 

1.4.3. Diagnóstico diferencial 

 El solapamiento de la sintomatología con la de otras enfermedades nasales y la posible 

coexistencia de la RSC con estas patologías hacen necesario el diagnóstico diferencial. 

 Los síndromes que cursan con dolor facial (migrañas, cefaleas tensionales, en racimo…) 

conforman un abanico muy amplio y los síntomas son altamente inespecíficos, a pesar de ser muy 
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sensibles y frecuentes en pacientes con RSC. Conviene evaluar la posible coexistencia de patrones 

de dolor ante situaciones de enfermedades concomitantes.  

 La rinorrea anterior o posterior es característica también de la rinitis alérgica, la 

vasomotora o idiopática o la medicamentosa, sin necesidad de verse asociada a la sintomatología 

sinusal propia de la RSC. Otras causas mucho menos comunes son la rinorrea de líquido 

cefalorraquídeo, los tumores secretores, el papiloma invertido o la presencia de cuerpos extraños 

en la cavidad nasal. En estos casos, la secreción nasal, por lo general, no es mucopurulenta. 

 También hay que distinguir las posibles causas alternativas de hiposmia y anosmia, como 

traumatismos craneoencefálicos, infecciones respiratorias, alteraciones neurológicas o defectos 

asociados a la edad. La cacosmia (olor desagradable) no es sugestiva de RSC.35 

 

1.4.4. Sistemas de gradación en la poliposis nasal 

 Existen diversas escalas para el establecimiento de los grados de poliposis nasal. A 

principios de los años 90, Lund y Mackay propusieron una escala visual analógica en la que el 

paciente evaluaba de forma subjetiva la gravedad de su sintomatología, así como cuáles eran los 

síntomas predominantes. 

 El sistema de gradación de Meltzer tiene en consideración el número y tamaño de los 

pólipos nasales (0 = sin pólipos; 1 = pólipos confinados al meato medio; 2 = múltiples pólipos en 

meato medio; 3 = pólipos que sobrepasan el meato medio; 4 = pólipos que obstruyen 

completamente la cavidad nasal)84. 

 La clasificación de Lildholdt se basa en hallazgos endoscópicos. El estadio 0 corresponde 

a ausencia de pólipos, 1 a la presencia de un pólipo pequeño que no llega al lomo del cornete 

inferior. El grado 2 cuando el pólipo sobrepasa el borde más craneal y caudal del cornete inferior, 

y el grado 3 cuando rebasa el borde inferior del cornete inferior85. 
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 La clasificación de Lund-Mackay atiende a características tomográficas de los senos 

paranasales86. Consiste en un sistema de puntuación según la opacidad en la TC de cada uno de 

los senos paransales. Una puntuación de 0 corresponde a una ausencia completa de opacidad, 1 si 

hay opacidad parcial y 2 si la opacidad es total. La puntuación final es la suma de estas 

puntuaciones, lo que resulta en un valor comprendido entre 0 y 24.  

La escala modificada endoscópica de Lund-Kennedy tiene en cuenta la apariencia de 

ambas fosas nasales en términos de pólipos (0 = sin pólipos; 1 = pólipos confinados en meato 

medio; 2 = pólipos que sobrepasan el meato medio), edema (0 = sin edema; 1 = edema moderado; 

2 = edema abundante) y secreción nasal (0 = ninguna; 1 = clara y fluida; 2 = espesa y 

mucopurulenta)87. 

Existe también un sistema de estadiaje postoperatorio, como la Puntuación Endoscópica 

Modificada de Lund-Mackay (MLMES), basada en las características endoscópicas de todos los 

senos paranasales (maxilares, etmoidales, esfenoidales, frontales) y de la cavidad nasal. Se estudia 

la inflamación de la mucosa (0 = normal; 1 = mucosa moderadamente edematosa con cavidad 

patente; 2 = mucosa intensamente edematosa con cavidad comprometida; 3 = mucosa polipoidea 

moderada con cavidad patente; 4 = mucosa polipoidea extensa con cavidad comprometida; 5 = 

pólipo confinado a cavidad; 6 = pólipo que se extiende más allá de la cavidad), mucosidad (0 = 

ninguna; 1 = clara y fluida; 2 = espesa y eosinofílica) y secreción purulenta (de 0 a 2 según grado 

de presencia). La puntuación final está comprendida entre 0 y 10088. 

 

1.5. BIOMARCADORES EN LA POLIPOSIS NASAL 

 Los biomarcadores más frecuentemente empleados en el diagnóstico de la RSC se pueden 

obtener de una variedad de líquidos y secreciones biológicas, siendo la sangre periférica la más 

accesible y que requiere menos tiempo y menos experiencia. Sin embargo, no siempre la sangre 

periférica reflejará la inflamación local y el microambiente nasales. Las secreciones nasales 

obtenidas por lavado pueden tener utilidad diagnóstica, aunque no siempre corresponden los 
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resultados con los obtenidos de biopsias tisulares. Esto se podría deber probablemente a la 

variabilidad del microambiente inflamatorio entre secreción y tejido sinonasal, así como de la 

composición en citocinas y otras proteínas89. En la tabla 5 se muestran los biomarcadores de PN 

más estudiados. 

 

Tabla 5. Lista de biomarcadores de poliposis nasal 

Biomarcador Origen Terapia dirigida 

Eosinofilia Sangre periférica, tejido  

IgE Tejido Omalizumab 

Citocinas   

    IL-4 Tejido Dupilumab 

    IL-5 Tejido Mepolizumab, Reslizumab 

    IL-13 Tejido Dupilumab 

    IL-25 Tejido  

    IL-33 Tejido   

Linfopoyetina estromal tímica (TSLP) Tejido Tezepelumab 

Periostina Tejido, secreción nasal   

Glicoproteína P Tejido, secreción nasal Verapamilo 

CXCL-12/CXCl-13 Tejido   

Células ILC2 Tejido  

Autoanticuerpos (IgG e IgA) Tejido   

Óxido Nítrico (NO) Aire exhalado  

Receptores de gusto amargo y dulce Tejido, genotipado, test de gusto   

Microbioma Secreción nasal  

IgE frente a S.aureus Tejido   

Enterotoxina   

Metaloproteinasas de matriz Tejido, secreción nasal Doxiciclina 

Oncostatina M Tejido   

Modificada de Biomarkers in Chronic Rhinosinusitis with Nasal Polyps. Workman AD, 201889. 

 

 Un biomarcador ideal debe de proporcionar una alta especificidad y sensibilidad para la 

patología en cuestión y ser fácil de obtener. La propia facilidad de obtención de la muestra asegura 

en cierta medida una mayor reproducibilidad del estudio, dando consistencia y robustez a la 

técnica. La sangre periférica cumple este criterio de accesibilidad, y es una de las razones por las 

que el presente estudio se ha realizado buscando biomarcadores génicos de expresión en este tipo 

de muestra. 
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 Muchos biomarcadores de RSC nacen de estudios de prueba de concepto de otros 

marcadores de enfermedades relacionadas, tales como el asma, la dermatitis atópica o alergias 

ambientales. 

 

1.5.1. Principales biomarcadores 

a.   Eosinofilia asociada a la poliposis nasal 

 La RSCcPN está clásicamente asociada a un incremento de inflamación eosinofílica, a 

diferencia de la RSCsPN. Sin embargo, la verdadera frecuencia de eosinofilia en los pacientes 

con PN no es tan alta, y existen evidencias de un elevado número de casos de RSCcPN sin una 

elevación de eosinófilos asociada.  

 La eosinofilia tisular no se considera un biomarcador de poliposis, aunque puede ser de 

utilidad como marcador predictivo de la progresión, gravedad y riesgo de recurrencia después de 

la cirugía de senos paranasales12. La sintomatología no refleja con exactitud la eosinofilia tisular 

y no puede ser predicha mediante puntuaciones del SNOT-22 ni relacionada con la presencia de 

asma o EREA90. Varios grupos de investigación han evaluado la utilidad de la microscopía tisular 

en la clasificación y el establecimiento de puntos de corte que determinan una mayor o menor 

mejora en la medida de la QoL posquirúrgica91,92. Muchos estudios afirman que es posible 

diferenciar cohortes de pacientes con poliposis nasal no eosinofílica y pacientes con poliposis 

nasal hipereosinofílica, pero la realidad es que muchos pacientes se sitúan en un espectro continuo 

que hace que el agrupamiento por eosinofilia sea difícil90. La eosinofilia sanguínea tampoco se 

correlaciona necesariamente con la del tejido93. 

 Con relación a la IgE, no está clara su utilidad como biomarcador PN en la RSCcPN, a 

pesar de haberse descrito su aparente relación con la probabilidad de recurrencia tras intervención 

quirúrgica o con la reducción del tamaño del pólipo y mejora de las puntuaciones tras el 

tratamiento con omalizumab, un anticuerpo monoclonal frente a IgE94. 
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b. Periostina 

 La IL-4 e IL-13 promueven la secreción de periostina, una proteína extracelular que 

interacciona con moléculas de integrina relacionadas con la remodelación tisular, con un efecto 

directo sobre la fibrosis subepitelial de la vía respiratoria. Tiene también su función en la 

angiogénesis por medio del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y participa en el 

reclutamiento de eosinófilos. 

 Se ha observado un aumento de la periostina en pacientes con RSCcPN, 

independientemente de que presenten o no comorbilidades como asma o atopia, y que se 

encuentra especialmente elevada en aquellos con enfermedad activa89. Se ha establecido también 

un punto de corte de 48,5 ng/ml para la periostina sérica, que se asocia con un 93,5 % de 

sensibilidad para la presencia de IL-5 en el tejido remodelado. Al estar implicada en la regulación 

de la expresión de otras moléculas inflamatorias podría ser considerada su utilidad como marcador 

de la reducción de la inflamación95. 

 

c. Glicoproteína P 

 La glicoproteína P es una proteína transmembrana dependiente de ATP que actúa como 

bomba de eflujo. Se ha asociado a aumento de la secreción de citocinas en la inflamación 

relacionada con RSC96,97. Además de en el tejido, se encuentra en fluidos nasales, haciendo de la 

recolección de la muestra un proceso más sencillo que el de la biopsia tisular. Se encuentra 

elevada en todos los tipos de RSC y se han encontrado valores más aumentados en la RSCcPN, 

llegándose incluso a correlacionar con medidas subjetivas y objetivas de la gravedad de la 

patología98. El verapamilo, antagonista de la glicoproteína P, ha demostrado utilidad en el 

tratamiento de la RSCcPN, mejorando a su vez las puntuaciones en el SNOT-22 de una forma 

similar a la de los fármacos biológicos o los corticoides99. 
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d. Células inmunes y autoanticuerpos 

 A nivel local, dentro del propio tejido del pólipo nasal se produce una activación y 

proliferación de células inmunes, elevando, en consecuencia, las concentraciones de 

inmunoglobulinas, cambio que no se ve reflejado de igual manera a nivel sistémico. Tanto los 

linfocitos T y B como las células plasmáticas y los plasmablastos se expanden rápidamente100. 

Las células linfoides innatas (ILC2) se correlacionan con empeoramiento de la sintomatología 

nasal101. También se produce un incremento de moléculas CSCL-12 y CXCL-13, quimiocinas 

reconocidas por los leucocitos e implicadas en cascadas de activación inmunes. 

 Se ha estudiado también una asociación con diferentes autoanticuerpos. Tan et al. 

demostraron una elevación de autoanticuerpos de tipo IgG e IgA dentro del tejido del pólipo102. 

Los anticuerpos anti-dsDNA (antiDNA de doble cadena), ANCA (anticitoplasma de neutrófilos), 

ANA (antinucleares) u otros anticuerpos anticitocinas pueden estar presentes en la RSCcPN. Los 

ANCA pueden estar asociados a pacientes con poliposis difícil de tratar89,103. 

 

e. Microbioma 

 El microbioma, o conjunto de material genético perteneciente a microorganismos 

presentes en nuestro cuerpo, puede desempeñar un papel relevante en la patogénesis de la RSC. 

Se piensa que la disbiosis (alteración del equilibrio de la microbiota) puede estar correlacionada 

con el estado de la RSC, y varios estudios han demostrado que la diversidad bacteriana disminuye 

con la enfermedad, así como aumenta la cantidad total de bacterias104. 

 Algunos investigadores se han llegado a aventurar asociando la presencia de 

determinados microorganismos con fenotipos de pacientes, entre los que se incluye la poliposis 

nasal. Se ha estudiado un aumento de colonización por Staphylococcus aureus, y un aumento de 

anticuerpos IgE frente a enterotoxinas de S. aureus. S. aureus y Pseudomonas aeruginosa serían 

responsables de la disrupción de la barrera epitelial que conllevaría los mecanismos patogénicos 
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de la RSCcPN105.  La síntesis de moléculas antimicrobianas, como lisozima, proteína S100 o β-

defensinas, se ve aumentada en pacientes con RSCcPN frente a grupos control106. 

 Se habla incluso de una teoría patogénica alternativa para la sinusitis mediada por células 

TH2, en las que las mismas son sensibilizadas por alérgenos pertenecientes a hongos ambientales, 

promoviendo el estado hiperinflamatorio89,104. 

 

f. Óxido nítrico 

 Debido a la oclusión ostial y a la afectación del intercambio gaseoso en la cavidad nasal, 

en los pacientes con RSCcPN, puede verse reducida la fracción exhalada de óxido nítrico (FeNO). 

Los pacientes con RSCsPN también pueden ver disminuido su FeNO, pero de forma 

significativamente menor que aquellos que presentan poliposis nasal107. Se han llegado a 

establecer incluso puntos de corte con cierta sensibilidad (81,3 %) y elevada especificidad (93,3 

%) de FeNO para la presencia de pólipos nasales108, aunque se han detectado valores extremos en 

individuos atópicos con fracciones exhaladas elevadas, tanto en controles como pacientes, que 

restarían especificidad al marcador. 

 Actualmente, el FeNO se utiliza como biomarcador de control del asma, con niveles bajos 

correspondientes a un mejor control de la enfermedad. Su estudio como marcador de la poliposis 

nasal puede resultar de interés, sobre todo por sus características no invasivas. 

 

g. Citocinas 

 Los perfiles de citocinas son probablemente los más estudiados en la RSC. La 

caracterización clásica de la RSCcPN incluye un microambiente de linfocitos TH2 con expresión 

aumentada de TSLP y otras alarminas e IL de tipo 2, como se ha comentado. En contraste, la 

RSCsPN se caracteriza por un microambiente TH1 y TH17, con neutrofilia y expresión de TGF-β, 

interferones de tipo I, IL-6, IL-8 o IL-1789. 
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 La IL-5 se relaciona con el reclutamiento de eosinófilos, su activación y supervivencia. 

La IL-4 e IL-13 están involucradas en la producción de IgE local y estimulan la secreción de 

moco. Además, la IL-13 tiene un efecto sobre la diferenciación epitelial, produciendo metaplasia 

de células en cáliz y afectando a los cilios, contribuyendo de esta forma a un aumento de la 

permeabilidad de la barrera epitelial sinonasal. A su vez, causa fibrosis subepitelial e 

hiperreactividad de la vía respiratoria. 

 La IL-25, IL-33 y TSLP son citocinas derivadas del epitelio que desempeñan un papel 

importante en la patogénesis tanto de la RSCcPN como del asma. La IL-25 parece estar 

relacionada con la cascada reguladora de IL-13, teniendo un efecto por lo tanto indirecto sobre 

las funciones de esta citocina. También se ha asociado con una mayor gravedad en parámetros de 

puntuación por TC109 y con aumento de eosinófilos. Se ha estudiado un aumento de expresión en 

tejido110, sirviendo como posible biomarcador de RSCcPN. El aumento de la expresión de IL-33 

se ha asociado sobre todo a pacientes con RSCcPN grave y recalcitrante111. 

 

h. Otros biomarcadores 

Otros biomarcadores descritos en la poliposis nasal son las metaloproteinasas de la matriz 

(MMP), que están involucradas en la remodelación tisular y se ven aumentadas de forma 

aparentemente específica en la PN. En estudios realizados con doxiciclina, que tiene un efecto 

antiMMP, se han evidenciado disminuciones en los niveles de MMP acompañados de reducción 

en el tamaño de los pólipos112. 

La oncostatina M es una molécula relacionada con IL-6 que se encuentra elevada en la 

RSCcPN e in vitro aumenta la permeabilidad tisular en células epiteliales89,113. 

Se ha estudiado también la posibilidad de realizar tests básicos de estimulación de 

receptores del gusto dulce y amargo para la evaluación de su funcionalidad y su asociación con 

la RSC. En la RSCsPN parece que existe una disminución de la sensibilidad a receptores de gusto 

amargo, como el denatonium, mientras que, tanto en la RSCsPN como en la RSCcPN, la 
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sensibilidad a receptores dulces, evaluada con sacarosa, parece estar incrementada. Estos estudios 

podrían abrir puertas a la clasificación por endotipos basados en la evaluación del gusto de 

pacientes con RSC89. 

 

1.5.2. Papel de la interleucina 5 (IL-5) y del receptor de IL-5 (IL-5R) 

 La IL-5 se caracteriza por su actividad en distintas células diana, entre las que se incluyen 

linfocitos B, eosinófilos o basófilos. Es producida por linfocitos T, sobre todo Th2, ILC2 y 

mastocitos, y tiene efectos en la proliferación y diferenciación, a través de un receptor (IL-5R), 

un heterodímero compuesto por una subunidad α específica de ligando (IL-5Rα) y otra subunidad 

β, común a otros receptores de citocinas. La estructura tridimensional se muestra en la figura 8. 

   

Figura 8. Vistas frontal, lateral y superior de la estructura predictiva de IL-5Rα. ModBase 

(https://modbase.compbio.ucsf.edu/) 

 

 El IL-5R se localiza en la superficie de células como los eosinófilos y basófilos. La 

cadena α (60 kD) se une de forma específica a la IL-5, mientras que la β (130 kD) aumenta la 

afinidad de la unión y juega un papel en la transducción de la señal, pero carece de capacidad de 

reconocimiento de la molécula. Las vías de transmisión de señales de IL-5Rα incluyen 

JAK/STAT, Btk y Ras/Raf-ERK y conllevan el mantenimiento de la supervivencia y la 

funcionalidad de linfocitos B y eosinófilos y poblaciones de basófilos.  

  En 2001, Geijsen et al114, identificaron una interacción entre la IL-5Rα y la sintenina, en 

concreto con los últimos 15 residuos C-terminales de IL-5Rα, siendo de especial importancia la 

https://modbase.compbio.ucsf.edu/
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fenilalanina terminal. La sintenina media la interacción a su vez de IL-5 con el factor de 

transcripción SOX4, actuando como una molécula adaptadora de la activación de SOX4 mediada 

por IL-5Rα.  La experimentación en ratones ha puesto en evidencia que tanto los defectos en IL-

5Rα como en SOX4 afectan al desarrollo de las células B114. 

  Debido a la relación de la poliposis nasal con un fenotipo TH2, la evolución de la 

poliposis nasal asociada al asma con eosinofilia se ha considerado un buen biomarcador para 

predecir la respuesta a los anticuerpos antiIL-5 en el asma89. Las terapias antagonistas de la IL-5 

han demostrado ser de utilidad en pacientes asmáticos con un fenotipo TH2, siendo por lo tanto 

posible la extensión del potencial de dicho tratamiento al de la inflamación presente en RSCcPN. 

Los ensayos clínicos iniciales con anticuerpos antiIL-5 como mepolizumab o reslizumab en 

RSCcPN han demostrado reducción en el tamaño de los pólipos y en la necesidad de cirugías de 

revisión115,116. Sin embargo, no se ha demostrado una mejoría en las puntuaciones de síntomas 

nasales, y se necesita una selección cuidadosa del paciente que pueda ser beneficiado por la 

terapia, ya que el coste asociado a fármacos biológicos puede ser mayor que el de la cirugía. Por 

este motivo es necesaria también una evaluación detallada y longitudinal de estos biomarcadores 

para evaluar la efectividad terapéutica.  

 

1.6. TRATAMIENTO 

 A continuación, se presentan de forma resumida las estrategias terapéuticas en RSC, con 

distinción entre RSCcPN y RSCsPN. 

 En primer lugar y como ya se ha comentado antes, hay que tener en cuenta la naturaleza 

crónica de la patología, lo que supone una perspectiva terapéutica de paliación de síntomas, 

control de la inflamación, mantenimiento de una ventilación adecuada y la reducción del número 

de exacerbaciones agudas, con el objetivo de mejorar la calidad de vida del paciente. 
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 Como medida preventiva de la progresión y empeoramiento de la enfermedad, es de 

obligada necesidad abandonar los hábitos tabáquicos, lo cual se asocia a mejora en la 

sintomatología, calidad de vida y necesidad de corticoides117. 

 Las medidas generales incluyen la irrigación con suero salino intranasal para reducir las 

secreciones posteriores y aclarar la cavidad nasal de posibles agentes alérgenos e irritantes; la 

irrigación con surfactantes, como champús pediátricos, que previenen la formación de biofilmes 

y aumentan el aclaramiento ciliar; el uso de corticoides tópicos intranasales (budesonida, 

fluticasona, mometasona, triamcinolona, ciclesonida, beclometasona…) en formato de espray 

nasal o soluciones para instilación; corticoides orales como la prednisona, en situaciones 

refractarias de edema de mucosa en RSCsPN o para reducir el tamaño de los pólipos en RSCcPN; 

la asociación de antibioterapia, cuya evidencia es limitada y se centra sobre todo en el tratamiento 

de exacerbaciones agudas o casos de infección bacteriana clara; o agentes antileucotrienos 

(montelukast, zafirlukast, zileuton) para reducir la inflamación, el edema y la permeabilidad 

vascular. 

 En los pacientes con RSCsPN existe cierto consenso en que, como opción de tratamiento, 

se combine el uso de antibióticos sistémicos de corta duración y corticoides orales118. En las guías 

europeas y británicas se recomienda el uso de macrólidos a dosis bajas165,166; sin embargo, existe 

discrepancia entre autores sobre su efectividad. Las cirugías endoscópicas de senos paranasales 

(septoplastia con turbinoplastia, etmoidectomía, antrostomía maxilar…) se plantean en casos 

refractarios a tratamiento médico119. 

 El tratamiento de la RSCcPN debe estar enfocado también al de la obstrucción causada 

por los pólipos. El uso de pautas cortas de corticoides orales (unos 10 a 15 días) puede resultar 

beneficioso en pacientes con obstrucción nasal y reducción del olfato, especialmente cuando las 

terapias tópicas medicamentosas son ineficaces debido a la barrera física que supone la presencia 

de las masas polipoideas. Los corticoides pueden disminuir el tamaño de los pólipos, mejorando 

el estado clínico del paciente. No se recomienda el uso de antibióticos en la RSCcPN, a menos de 

que se sospeche la infección119. 
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 Las polipectomías son procedimientos ambulatorios relativamente sencillos y rápidos, 

necesarios para el alivio de la sintomatología cuando la obstrucción es clara. Los distintos tipos 

de cirugía de los senos paranasales constituyen otra opción de tratamiento, aunque algunos autores 

opinan que hoy en día no existe evidencia suficiente como para recomendar la cirugía frente al 

tratamiento médico17. Los procedimientos quirúrgicos tienen como objetivo tanto permeabilizar 

los ostia para posibilitar su drenaje, como erradicar la mucosa de las masas laterales del etmoides 

y facilitar la acción posterior de la corticoterapia local85. 

 Una vez alcanzada la estabilidad, es preciso mantener un buen control con un tratamiento 

de mantenimiento a largo plazo, lo que incluye el empleo de suero salino y corticoides 

intranasales, el uso de anti-leucotrienos, el tratamiento de la rinitis alérgica de base o de los 

posibles estados de inmunodeficiencia, más típicos en RSCsPN. 

A lo largo de los últimos años se han desarrollado distintos fármacos biológicos que 

suponen una terapia dirigida y un tratamiento personalizado del paciente, como pueden ser 

dupilumab (anti IL-4Rα), omalizumab (anti-IgE), mepolizumab, reslizumab (anti-IL-5) y 

benralizumab (anti-IL-5Rα), que serán descritos al final de la sección. Estos biológicos se 

encuentran actualmente disponibles para el tratamiento del asma grave en algunos países119. 

Aparte de los estudios con dupilumab, mepolizumab y omalizumab, un ensayo reciente con 

benralizumab167, dirigido específicamente contra IL-5RA, ha demostrado una reducción 

significativa de la obstrucción nasal y una mejoría en las puntuaciones de poliposis nasal en 

pacientes con RSCcPN. Se destaca un mayor efecto del tratamiento en pacientes con asma 

asociada o con un elevado nivel de eosinófilos en sangre periférica, mencionando la variabilidad 

con la que la eosinofilia puede relacionarse con las manifestaciones clínicas de la RSCcPN. 

 

1.7. ASMA Y RSCcPN. DEFINICIÓN DE ASMA. FENOTIPOS. 

El asma es una condición común que afecta en torno al 1-18 % de la población general. 

Según la definición propuesta por la GINA 2020 (Global Initiative for Asthma), se trata de una 
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enfermedad heterogénea, caracterizada normalmente por una inflamación crónica de la vía 

respiratoria. Se define por historia clínica de síntomas como sibilancias, dificultad respiratoria, 

presión en el pecho o tos, que puede ser variable en el tiempo y en intensidad, dependiendo de las 

actividades realizadas y del esfuerzo necesario para llevarlas a cabo, así como de otros factores 

como la alergia, el clima, la exposición a agentes irritantes o las infecciones respiratorias. Estos 

síntomas pueden estar silentes durante largos periodos de tiempo y manifestarse en las 

exacerbaciones propias de la enfermedad. Se caracteriza por hiperreactividad de la vía aérea a 

estímulos directos o indirectos, que pueden no estar acompañados necesariamente de 

sintomatología. 

Se estima que en alrededor del 26 al 84 % de los pacientes con RSCcPN, ésta se asocia a 

asma120. 

 

1.7.1. Fenotipos del asma 

 El conjunto de patrones demográficos, clínicos y/o fisiopatológicos define los fenotipos 

del asma, y son de interés a la hora de un manejo más personalizado del paciente. Algunos de los 

fenotipos de mayor interés son177: 

• Asma alérgica 

El asma alérgica comienza normalmente en la infancia y se asocia a 

antecedentes familiares de atopia, como eccema, rinitis alérgica o sensibilización 

a distintos agentes. El análisis del esputo de estos pacientes revela la presencia 

de una inflamación eosinofílica de la vía respiratoria, que tiene interés a la hora 

de estudiar biomarcadores relacionados con los eosinófilos y de llevar a cabo un 

tratamiento dirigido. Presentan además buena respuesta a corticoides inhalados. 
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• Asma no alérgica 

Por el contrario, el asma no alérgica cursa con pruebas cutáneas de atopia 

negativas, la inflamación es más inespecífica (neutrofílica, eosinofílica o 

paucigranulocítica) y la respuesta a corto plazo a corticoides tópicos de uso 

inhalado no es tan clara. 

 

• Asma de adulto de inicio tardío 

El asma de inicio tardío es más frecuente en mujeres.121 Estos pacientes 

suelen ser no alérgicos y presentar peor respuesta a corticoterapia inhalada. El 

diagnóstico diferencial incluye el del asma de origen ocupacional, por posible 

exposición laboral a agentes desencadenantes. 

 

• Asma con limitación al flujo aéreo 

El asma con limitación persistente del flujo aéreo con reversibilidad 

incompleta puede deberse la remodelación de la vía respiratoria. Supone una 

mayor carga clínica y un tratamiento más exhaustivo. 

 

• Asma y obesidad 

El asma asociada a la obesidad se caracteriza por síntomas respiratorios 

prominentes, pero con poca inflamación eosinofílica de la vía respiratoria. 

 

 También resulta de interés la clasificación del asma según la eosinofilia en sangre 

periférica y el resultado de la fracción espirada de óxido nítrico (FeNO). Según esto, se puede 

categorizar en179: 

• Asma Tipo 2 (T2):  

Fenotipo de asma caracterizado por nivel de eosinófilos totales en sangre 

periférica ≥150/µl o FeNO ≥ 25 ppm o presencia de alergia. 
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• Asma no Tipo 2 (No-T2):  

Nivel de eosinófilos totales en sangre periférica < 150/µl y FeNO < 25 

ppm y sin alergia. 

 

1.7.2. Cuadro clínico del asma 

Como ya se ha mencionado, las sibilancias, la dificultad respiratoria, la presión en el 

pecho o la tos son síntomas presentes en el asma, pero no exclusivos. Su aparición junto a 

determinadas características en cuanto a su forma de presentación, pueden sugerir un cuadro más 

probable de asma. La amalgama de estos síntomas en un mismo individuo, que empeoren por la 

noche o a primera hora de la mañana, varíen en el tiempo y en intensidad y sean desencadenados 

por distintas situaciones como infecciones virales, ejercicio, exposición a alérgenos, cambios en 

el clima, la risa o irritantes como humo u olores fuertes, sugieren con más probabilidad un cuadro 

asmático. En cambio, si estos síntomas se presentan de forma aislada, existe producción crónica 

de esputo o dolor de pecho o la dificultad respiratoria se asocia a mareos o parestesias, la 

probabilidad de estar ante un caso de asma es menor121. 

 

1.7.3. Diagnóstico del asma 

 El diagnóstico del asma puede resultar en ocasiones esquivo, debido a la variabilidad 

entre episodios de exacerbación y los factores desencadenantes a los que pueda estar sometido el 

individuo, así como la falta de especificidad de los síntomas, que pueden llegar a confundir con 

otros cuadros cardiorrespiratorios122. 

 Es por ello importante el estudio en profundidad de la historia personal del paciente, así 

como de sus antecedentes familiares. Una historia de rinitis alérgica, eccema o dermatitis atópica 

puede estar relacionada con el desarrollo del asma, si bien es cierto que no con todos los fenotipos 

y que son síntomas y signos poco específicos.  
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La alteración más frecuentemente encontrada en la exploración física son las sibilancias 

espiratorias en la auscultación pulmonar, aunque la exploración física suele ser anodina. Pueden 

estar ausentes en las exacerbaciones muy graves, debido a una oclusión intensa de la vía 

respiratoria. No es un signo específico del asma y se puede presentar en otras patologías, como la 

obstrucción laríngea inducible, la enfermedad pulmonar obstructiva crónica (EPOC), infecciones 

respiratorias, traqueomalacia o inhalación de cuerpo extraño.  

La exploración nasal puede revelar la presencia concomitante de pólipos nasales o rinitis 

alérgica. 

El cuadro se acompaña de alteraciones en pruebas funcionales respiratorias, que son las 

que confirmarían el diagnóstico. La limitación espiratoria y de la vía aérea se confirma mediante 

un test de broncodilatación reversible positivo, variabilidad del flujo espiratorio máximo (PEF), 

positividad de pruebas de provocación bronquial con metacolina o histamina y variabilidad del 

FEV1 (volumen espiratorio forzado en un segundo) entre días121. 

 

1.7.4. Estudio genético del asma 

 La naturaleza multifactorial del asma, como la de la RSCcPN, favorece la aparición de 

hallazgos en términos de causalidad, sobre todo en lo relacionado con las alteraciones a distintos 

niveles del genoma. Se han asociado SNV de genes como IL12B, TNFA o ILB1 al asma, a su 

gravedad y a la condición de atopia123. Es importante siempre tener en cuenta el contexto genético, 

los haplotipos y el análisis de interacciones entre genes en estos estudios123. 

 A partir de resultados de estudios transcriptómicos de RNAseq, en nuestro grupo se ha 

llevado a cabo también la validación de la diferencia de expresión del gen de IL-5Rα (IL5RA) en 

distintos fenotipos del asma124. En este caso, IL5RA fue uno de los tránscritos codificantes más 

sobreexpresados en sangre periférica en pacientes asmáticos (fold change = 2.22, p = 8,63e-08) 

en estudios de RNAseq, mientras que en la validación por qPCR, se encontró un aumento 

significativo de la expresión del gen con respecto a los controles (p<0,001). 
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1.7.5. Enfermedad de Fernand Widal (tríada del ASA o EREA) 

 La enfermedad de Widal consiste en una tríada de poliposis nasal, asma e 

hipersensibilidad a los AINE. Fue descrita por primera vez en 1922 y afecta a alrededor de un 13 

% de los pacientes con RSCcPN. Además, entre un 10-30 % de los pacientes con RSCcPN 

presenta intolerancia a AINEs, y entre un 40 y un 60% de los pacientes con hipersensibilidad a 

los AINE presenta RSCcPN. La edad de aparición del síndrome se encuentra entre los 40 y los 

50 años, pudiendo presentarse algunas de las características antes que otras. El asma asociada al 

síndrome es característicamente eosinofílica, patente en el lavado broncoalveolar85. 

 

2. ASPECTOS GENÉTICOS DE LA POLIPOSIS NASAL 

MARCADORES GÉNICOS EN RSCcPN 

 A lo largo de los últimos años se han llevado a cabo numerosos estudios genéticos y 

proteómicos para caracterizar las bases genéticas de la rinosinusitis crónica. La naturaleza 

compleja de patologías como la RSC o el asma conlleva que la influencia de los distintos factores 

predisponentes en la patogénesis sea parcial y que la base genética de la enfermedad no sea tan 

obvia. Es preciso tener en cuenta la etiología multifactorial y, la interacción entre múltiples 

factores genéticos y ambientales a fin de proporcionar una aproximación al origen de estas 

enfermedades. 

A pesar de no haberse identificado mutaciones o polimorfismos específicos asociados a 

la poliposis nasal (dejando a un lado las mutaciones características de la fibrosis quística) hay 

datos que apuntan a un incremento del riesgo de desarrollar pólipos nasales en familiares de 

primer grado de un paciente afectado. En un estudio realizado en 1638 pacientes con RSCcPN y 

24 200 con RSCsPN, se identificó un riesgo 4,1 veces superior de desarrollar RSCcPN entre los 

familiares de primer grado, que resultó de 2,4 en el caso de la RSCsPN125. Otros estudios han ido 

arrojando luz sobre la naturaleza hereditaria de la RSCcPN168, demostrando la existencia de 
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antecedentes familiares en hasta un 52,7 % de la cohorte estudiada169, en algunos casos, o incluso 

postulando la existencia de un patrón de herencia autosómico recesivo170. 

En estos últimos años, gracias a los avances en las técnicas de genética molecular 

[estudios de asociación en genoma completo (GWAS) mediante micromatrices (microarrrays), 

secuenciación del transcriptoma (RNA-seq), secuenciación masiva o Next Generation Sequencing 

(NGS),  se han descrito más de 150 variantes genéticas en 99 genes, relacionadas con el desarrollo 

de la RSCcPN, con funciones biológicas ligadas con la actividad inflamatoria, la respuesta 

inmune, el metabolismo de los leucotrienos o genes relacionados con la matriz extracelular171. 

 De mayor interés que los polimorfismos en sí, son los patrones de cambios de expresión 

génica. Liu et al demostraron la sobreexpresión de 192 genes y la infraexpresión de otros 156 en 

tejidos de pólipos nasales, comparado con tejido sinusal sano, mediante estudios de asociación 

con micromatrices de DNA126. Algunos factores de transcripción que se han visto afectados son 

FOXP3 y SOCS3, relacionados con la regulación de linfocitos T, o GATA-3, un factor de 

transcripción asociado a TH2 que, recientemente, se ha evaluado en ensayos terapéuticos para 

disminuir las respuestas asmáticas89,127. 

 A partir de resultados de estudios de asociación de genoma completo (GWAS) se ha 

sospechado la implicación de genes relacionados con la integridad y la función de la barrera 

epitelial en la RSC. Esta disfunción epitelial ha sido confirmada en modelos in vitro, y ha 

mejorado el entendimiento de la RSC, abriendo la posibilidad de buscar nuevos biomarcadores y 

aproximaciones terapéuticas16. En la tabla 6 se detallan los genes asociados con la RSC. 
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Tabla 6. Lista de genes asociados con la RSC en más de un estudio, agrupados según su función biológica. 

Sistema inmune   

Gen Referencia 

ALOX5AP Al-Shemari et al. 2008; Henmyr et al. 2014 

AOAH Bossé et al. 2009; Zhang et al. 2012 

IL1A Karjalainen et al. 2003; Erbek et al. 2007; Mfuna Endam et al. 2010 

IL1B Erbek et al. 2007; Bernstein et al. 2009 

IL10 Kim et al. 2009; Bernstein et al. 2009; Zhang 2012 

IL22RA1 Endam 2009; Henmyr 2014 

IL33 Buysschaert 2010; Kristjansson 2019 

IRAK-4 Tewfik et al. 2009; Zhang et al. 2011 

NOS1 Castano et al. 2009; Zhang et al. 2011; Henmyr et al. 2014 

NOS1AP Zhang et al. 2011; Henmyr et al. 2014 

TAS2R38 Adappa et al. 2014; Mfuna Endam et al. 2014; Purnell et al. 2019 

TGFB1 Henmyr et al. 2014 

TNFA Erbek et al. 2007; Bernstein et al. 2009; Batikhan et al. 2010 

Sin categorizar   

Gen Referencia 

DCBL2 Pasaje et al. 2012; Henmyr et al. 2014 

PARS2 Bossé et al. 2009; Henmyr et al. 2014 

RYBP Bossé et al. 2009; Zhang et al. 2011; Cormier et al. 2014 

Tabla modificada de la guía EPOS 2020. 

  

También destaca el estudio de genes relacionados con la colonización por S. aureus en pacientes 

con RSCcPN (Sistema inmune: BDKRB2, CNTN5, IGFBP7, PDGFD, PRKCH, RAC1; Barrera 

y estructural: CACNA2D1, CDH23, GFRA1, K6IRS2, K6IRS4, TOMM34)128. El estado de 

portador de S. aureus sugiere la posibilidad de una disfunción a nivel inmunológico que 

compromete la barrera epitelial y la hace especialmente sensible a la infección por niveles bajos 

crónicos de la bacteria, repercutiendo en el estado del epitelio y favoreciendo la patogénesis de la 

RSCcPN16. 

 Uno de los genes descritos, TAS2R38, codifica un tipo de receptor de gusto amargo, y se 

han encontrado polimorfismos asociados con la RSC129. La activación de T2R por estímulos 

amargos provoca la secreción de péptidos antimicrobianos, la producción de óxido nítrico y el 

aumento de la frecuencia de movimiento ciliar. En los pacientes con RSCsPN, las variantes en 

TAS2R38 que se corresponden con disfunción del gen se asocian con una prevalencia mayor de 
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portadores de bacterias Gram negativas y peor pronóstico de la enfermedad. Es por ello por lo 

que en muchos centros se evalúa el perfil gustativo como parte del estudio de la RSC, aunque no 

por ello se clarifica el tratamiento. Por el contrario, se cree que los pacientes con RSCcPN no se 

comportan de igual manera con respecto a las alteraciones en el gusto16. 

 Los cambios que se producen a nivel epigenético suponen modificaciones en la expresión 

de los genes, derivadas de la interacción de estos con el medio ambiente, y no relacionadas con 

alteraciones en la secuencia de nucleótidos, y que pueden ser transmitidas generacionalmente. En 

la RSC, se han encontrado más cambios a nivel epigenético en epitelio nasal que en sangre 

periférica, lo que resalta la importancia del contacto con agentes externos ambientales16. 

  Los estudios de cambios epigenéticos relacionados con la RSCcPN engloban 

modificaciones como la acetilación de histonas (hiperacetilación de histonas H4 por inhibición 

de la histona deacetilasa (HDAC2); modificaciones del DNA a nivel de citosinas (bromación y 

cloración), como la elevación de los niveles de 5-bromocitosina en los pólipos nasales en 

comparación con el tejido etmoidal sano130; cambios en la metilación del DNA (hipometilación 

de promotores de KRT19, NR2F2, ADAMTS1 o ZNF222131); o cambios en la regulación de 

miRNA y otros RNA no codificantes (sobrerregulación de miRNA relacionados con el ciclo 

celular, la proliferación y la inflamación; infraexpresión de miRNA relacionados con las vías de 

transmisión de señales mediadas por hormonas, la respuesta inmune o la inflamación)171. 

En los estudios de análisis proteómico en individuos con RSCcPN se han descrito 

expresiones diferenciales en más de 300 proteínas de la mucosa. Entre algunas proteínas con 

expresión elevada en poliposis nasal se incluye la mucina 5B, la lipocalina-1, la mucina 5AC o la 

arfinasa-1132. 

 

2.2. GEN IL5RA 

 El gen IL5RA codifica la subunidad alfa del receptor de IL-5. Se encuentra localizado en 

el brazo corto del cromosoma 3 (localización citogenética 3p26.2; coordenadas genómicas 
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(GRCh38/hg38): 3:3,066,323-3,110,413). A partir del estudio en sublíneas eosinofílicas de 

promielocitos y mielocitos eosinofílicos humanos cultivados de sangre coriónica, se identificó un 

transcrito mayor de este gen, que codifica la forma soluble del receptor. Un segundo componente 

del receptor alberga similitudes con la cadena β del receptor de alta afinidad del factor estimulante 

de colonias de granulocitos y macrófagos (GM-CSFR, gen CSF2RB)133. 

 La expresión del gen IL5RA está regulada por un complejo de factores de transcripción, 

entre los que se incluyen E12, E47, Spl1, c/EPBβ y Oct2. 

 Las isoformas de membrana de la subunidad α de IL-5R surgen de procesos de ayuste 

(splicing) alternativo, mientras que las formas solubles son el resultado de un proceso normal de 

ayuste o de ausencia de este133. 

En la figura 9 se pueden observar los tejidos donde se expresa principalmente IL5RA. 

 

Figura 9. Diagramas de box-plots de las diferentes expresiones de IL5RA en tejidos, extraídos de GTExPortal 

(https://www.gtexportal.org). Expresión en genes en 53 tejidos de RNA-seq de GTEx de 570 donantes (V8, agosto 

2019).  

  

 

https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?db=hg38&position=chr3:3066323-3110413&dgv=pack&knownGene=pack&omimGene=pack
https://www.gtexportal.org/


 

 

58 

Análisis de enriquecimiento génico 

 STRING, Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins 

(https://string-db.org/, ©STRING CONSORTIUM 2020), es una herramienta web de análisis de 

enriquecimiento génico, generación de redes de interacción de proteínas y análisis ontológico de 

genes. Los genes son agrupados de acuerdo con características funcionales comunes, vías 

metabólicas y mediante categorías de Ontología Génica (Gene Ontology, GO; 

http://geneontology.org/), que provee un vocabulario estandarizado para la descripción del gen y 

de los atributos del producto proteico correspondiente en cualquier organismo. Dicho vocabulario 

es por lo tanto computable por una máquina, constituyendo variables semánticas que pueden ser 

analizadas mediante distintos paquetes estadísticos. 

 En la figura 10 se representa el análisis de interacción proteína-proteína de los transcritos 

relacionados con IL5RA en función de la relación basada en la similitud de funciones biológicas 

extraída de bases de datos o determinada experimentalmente, del grado de vecindad en el gen o 

de otros parámetros como la coexpresión, la homología entre proteínas o de resultados obtenidos 

a través de minería de textos de los artículos publicados. 

Las interacciones presentadas en los diagramas de la figura 10 proceden en su gran 

mayoría de datos experimentales y bases de datos conocidas, así como del análisis ontológico de 

textos (text mining). El nivel de confianza de la interacción entre estos genes/proteínas es superior 

a 0,9. El análisis ontológico de enriquecimiento de términos GO de las funciones biológicas de 

IL5RA se presenta en la tabla 7, junto a los genes/proteínas de los diagramas anteriores con los 

que comparte función. Junto a ellos se adjunta el False Discovery Rate (FDR), que es la 

proporción esperada de errores tipo I ajustada a valor p. 

https://string-db.org/
http://geneontology.org/


 TESIS DOCTORAL - ESTUDIO DE IL5RA COMO BIOMARCADOR GENÉTICO EN POLIPOSIS NASAL  

 

 

Figura 10. Análisis de interacción de proteínas relacionadas a nivel funcional con IL-5Rα. Cada nodo representa todas 

las proteínas producidas por un único locus del gen codificante. Software STRING. a. Diagrama de interacción. Cada 

color representa un tipo de interacción (leyenda en d.) Se observan interacciones conocidas extraídas de bases de datos 

(azul claro) o determinadas experimentalmente (rosa), así como interacciones predichas por el análisis de minería de 

texto (amarillo) o coexpresión de genes (negro). b. El nivel de confianza de la interacción se representa según el grosor 

de la línea, siendo el de todas ellas superior a 0.9 (excepto SDCBP e IL3, entre 0.7 y 0.9). c. Agrupación (clustering) 

mediante algoritmo de k-medias de los genes analizados. Se diferencian 3 grupos o clústeres por colores. d. Leyenda 

de las representaciones de las interacciones. e. Tabla resumen con tipo de interacción y niveles de confianza. 

Herramienta web STRING. 
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Tabla 7. Análisis de enriquecimiento ontológico de IL5RA. 

ID del término Descripción FDR Proteínas/genes coincidentes 

GO:0000165 Cascada MAPK 4.56e-12 IL2RB, IL5, IL3, CSF2, JAK1, 

IL2RA, JAK2, CSF2RB, IL5RA 

GO:0018108 Fosforilación peptidil-tirosina 7.97e-10 IL5, IL3, CSF2, JAK1, JAK2, 

CSF2RB, IL5RA 

GO:0019221 Vía de transmisión de señales mediada por 

citocinas 

7.97e-10 IL2RB, IL5, IL3, CSF2, JAK1, 

IL2RA, JAK2, CSF2RB, IL5RA 

GO:0035556 Transducción de señales intracelulares 9.50e-09 IL2RB, IL5, SDCBP, IL3, 

CSF2, JAK1, IL2RA, JAK2, 

CSF2RB, IL5RA 

GO:0007166 Vía de transmisión de señales medida por 

receptores de la superficie celular 

2.41e-07 IL2RB, IL5, SDCBP, IL3, 

CSF2, JAK1, IL2RA, JAK2, 

CSF2RB, IL5RA 

GO:0007165 Transducción de señales intracelulares 6.05e-06 IL2RB, IL5, SDCBP, IL3, 

CSF2, UNC119, JAK1, IL2RA, 

JAK2, CSF2RB, IL5RA 

GO:0065009 Regulación de función molecular 6.41e-06 IL2RB, IL5, IL3, CSF2, 

UNC119, JAK1, IL2RA, JAK2, 

CSF2RB, IL5RA 

GO:0006955 Respuesta inmune 7.23e-06 IL5, SDCBP, IL3, CSF2, JAK1, 

IL2RA, JAK2, IL5RA 

GO:0038043 Vía de transmisión de señales mediada por IL-5 4.41e-05 CSF2RB, IL5RA 

GO:0006952 Respuesta de defensa 0.00037 IL5, IL3, JAK1, IL2RA, JAK2, 

IL5RA 

GO:0002437 Respuesta inflamatoria a estímulo antigénico 0.0011 IL2RA, IL5RA 

GO:0006954 Respuesta inflamatoria 0.0012 IL5, IL3, IL2RA, IL5RA 

GO:0051239 Regulación de proceso en organismo 

multicelular 

0.0023 IL5, SDCBP, CSF2, JAK1, 

IL2RA, JAK2, IL5RA 

GO:0001817 Regulación de producción de citocinas 0.0250 CSF2, JAK2, IL5RA 

Se muestran los genes anteriormente estudiados que comparten funciones biológicas con IL5RA. FDR, false discovery 

rate. 

 

2.3. IL-5Rα COMO DIANA TERAPÉUTICA. USO DE BENRALIZUMAB. 

 La presencia de eosinofilia tisular en pacientes con RSCcPN está relacionada con los 

niveles de IL-519. El tratamiento anti-IL-5 está por lo tanto orientado a reducir la inflamación 

relacionada con eosinofilia y el tamaño del pólipo134. 

 En estos últimos años se han desarrollado nuevos fármacos biológicos utlizando IL-5 e 

IL-5Rα como diana terapéutica. Mepolizumab y reslizumab son dos ejemplos de anticuerpos 

monoclonales humanizados frente a IL-5. Ambos están aprobados por la Agencia Europea del 

Medicamento y la US Food and Drug Administration (FDA) para su uso en el tratamiento del 

asma eosinofílica grave135. 
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 Estos fármacos biológicos, junto con otros dirigidos contra citocinas, se están 

desarrollando y utilizando actualmente en tratamientos para el asma, por lo que resulta lógico 

pensar en la posibilidad de extenderlos al tratamiento de la RSC, patología ampliamente asociada 

con el asma. En algunos estudios se ha llegado a utilizar la presencia de pólipos nasales como 

biomarcadores en la predicción de respuesta a anti-IL-5 en pacientes asmáticos con un fenotipo 

TH2 con eosinofilia. Un ensayo en fase 2 demostró una reducción significativa del número de 

eosinófilos en sangre y niveles de IL-5 nasales mediante la inyección intravenosa de reslizumab, 

mejorando a su vez las puntuaciones de poliposis nasal, siendo más pronunciado el efecto en 

pacientes con una elevación basal mayor de IL-5136. Parece ser necesario un endotipo rico en IL-

5 para predecir la eficacia de estos fármacos89,137.  

El benralizumab es un anticuerpo monoclonal humanizado que se une a la cadena α de 

IL-5R, a través de su dominio Fab, impidiendo la unión de IL-5 a su receptor. Fue desarrollado 

por MedImmune (Gaithersburg, Maryland, Estados Unidos), filial de la empresa multinacional 

británica-sueca AstraZeneca (Cambridge, Reino Unido). A lo largo de estos últimos años se ha 

estudiado su uso como tratamiento del asma eosinofílica grave. Sin embargo, la respuesta a este 

anticuerpo entra en confrontación con la heterogeneidad inherente a la patología, y no todos los 

grupos de pacientes responden de la misma forma y con la misma efectividad.  

Este anticuerpo monoclonal es capaz también de unirse, a través de su dominio Fc 

afucosilado, a la región Fc del receptor RIIIa de células NK, macrófagos y neutrófilos. De esta 

forma, se induce una citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos que tiene como objetivo 

los eosinófilos. En combinación con la inhibición de la diferenciación y maduración de 

eosinófilos, se produce una depleción en su número de mayor intensidad que la producida por 

otros anticuerpos contra la vía de IL-5, como mepolizumab o reslizumab, alcanzando en los 

ensayos clínicos medianas de 0 en sangre periférica138. 

El benralizumab induce una rápida y casi completa depleción del número de eosinófilos 

(actuando también sobre parte de los basófilos, los que expresan IL-5R ), y la expresión de genes 

relacionados con respuestas inflamatorias eosinofílicas, como SIGLEC8, ALOX15, PRSS33, 
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CCL23, e IL5RA se ve disminuida de forma significativa139. Por otro lado, aquellos pacientes con 

un predominio de expresión de genes típicamente relacionados con los neutrófilos, así como con 

un recuento menor de eosinófilos y mayor de neutrófilos en sangre periférica, presentan una 

respuesta considerablemente menor al benralizumab139. 

 El asma eosinofílica constituye el fenotipo más prevalente del asma grave, y cursa con 

una producción anormal de citocinas, como IL-5, por parte de células del sistema inmune, como 

los linfocitos Th2. El aumento de la producción de estas citocinas conlleva una activación 

persistente y un aumento de eosinófilos en sangre periférica y en las vías respiratorias, a pesar del 

tratamiento a altas dosis con corticoides138. El tratamiento con benralizumab induce la inhibición 

de la diferenciación y maduración de eosinófilos en la médula ósea, provocando una disminución 

en las citocinas inflamatorias derivadas de los eosinófilos. La expresión de IL5RA, que se 

encuentra elevada en sangre periférica de pacientes asmáticos, muestra una disminución 

significativa en aquellos individuos con asma tratados con benralizumab, acompañada de una 

disminución de los niveles de eosinófilos en sangre periférica124. 

  

2.4. EMPLEO DE FÁRMACOS BIOLÓGICOS EN LA POLIPOSIS NASAL 

Actualmente, entre los fármacos biológicos para el tratamiento de la RSCcPN, se 

encuentra aprobado el dupilumab. También el mepolizumab y el omalizumab han finalizado los 

ensayos de fase III, y han sido recientemente aprobados por la FDA y la EMA para el tratamiento 

de la PN140. El mepolizumab ha demostrado mejora notable del olfato, medido en escala visual 

analógica (VAS), en pacientes que ya se habían sometido a cirugía (ensayo SYNAPSE1). El 

ensayo OSTRO con benralizumab ha demostrado resultados satisfactorios, como ya se ha 

mencionado antes141,167. Algunos ensayos con agentes biológicos no comercializados incluyen 

antagonistas de IL-33 o CRTH2 (ACT-774312, fevipiprant). En el caso del tratamiento con 

fevipiprant en las RSCcPN, el fármaco no ha cumplido los objetivos establecidos215. No obstante, 

se está discutiendo si la selección de pacientes para el tratamiento con antagonistas de DP2 fue la 
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adecuada172, no cerrando del todo las puertas a ensayos futuros enmarcados en un contexto de una 

medicina más personalizada, sobre todo en pacientes con EREA172,173. 

En un ensayo publicado en febrero de 2021 por Jody et al. sobre el efecto del 

benralizumab en la RSCcPN grave142, se demostró eficacia en términos de reducción del tamaño 

del pólipo, la ocupación de senos y la mejora de la sintomatología y del olfato en la mayoría de 

los pacientes (83 %). Se administraron cuatro dosis de 30 mg por vía subcutánea en un periodo 

de 20 semanas. La puntuación endoscópica de la PN mejoró en los pacientes tratados con 

benralizumab en comparación con aquellos tratados con placebo (-0,9 ± 0,2, p=0,004, frente a 

−0,3 ± 0,3, p=0,166 para placebo). El tamaño de los pólipos se redujo, pero no de forma 

significativa frente al placebo (p=0,103). Además, la ratio de eosinófilos en sangre frente a la 

positividad de pruebas cutáneas de alergia se correlacionó con la reducción del tamaño del pólipo. 

En cuanto al olfato, la media de los pacientes tratados con benralizumab cambió su clasificación 

de anosmia a hiposmia. Este estudio está limitado por el tamaño muestral, pero revela en cierta 

medida una tendencia positiva de los efectos del benralizumab en RSCcPN. 

Otro estudio reciente realizado en Osaka143, notificó mejorías significativas en 

cuestionarios de QoL de asma (AQLQ, ACQ5) y pruebas funcionales respiratorias en pacientes 

asmáticos con RSCcPN frente a pacientes con asma sin poliposis. 

Como ya se ha mencionado previamente, el tratamiento con biológicos en la RSCcPN 

requiere una identificación adecuada de los pacientes, considerando de forma cuidadosa la 

seguridad a largo plazo y la relación coste-efectividad. La recurrencia tras cirugía endoscópica en 

un corto periodo de tiempo, a pesar de las terapias tópicas intranasales, la necesidad de varias 

cirugías o aquellas situaciones de gravedad refractaria a otro tipo de tratamiento, contraindicación 

por patología asociada o casos graves con rechazo de cirugía por parte del paciente, pueden verse 

beneficiados por el tratamiento con biológicos141. 
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2.5. GEN IL4R 

IL4R se localiza en el cromosoma 16 y codifica la cadena alfa del receptor de interleucina 

4, una proteína transmembrana que se une a IL-4 e IL-13, que intervienen en la regulación de la 

producción de IgE. Promueve también la diferenciación de linfocitos TH2 y se han estudiado 

variantes alélicas asociadas con la atopia en rinitis alérgica, sinusitis, eccema o asma, así como a 

sensibilización a polen (Cryptomeria japonica, cedro japonés). En la figura 11 se muestran los 

principales tejidos donde se expresa IL4R. 

 

Figura 11. Diagramas de box-plots de las diferentes expresiones de IL4R en tejidos, extraídos de GTExPortal 

(https://www.gtexportal.org). Expresión en genes en 53 tejidos de RNA-seq de GTEx de 570 donantes (V8, agosto 

2019).  

 

Las vías de transmisión de señales JAK/STAT son las principales vías, tanto para IL-4 

como para IL-13, junto a la cinasa MAP y la fosfatidilinositol-3 cinasa144. Ambas citocinas poseen 

la capacidad de inducir el cambio de clase a IgE, sobre todo la IL-4. Promueven también la 

activación de otras células inmunes y hematopoyéticas, como los mastocitos, macrófagos y 

https://www.gtexportal.org/
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basófilos. Entre sus funciones y acciones cabe destacar la hiperplasia de células caliciformes y la 

proliferación de músculo liso en vías respiratorias, así como la alteración de función de barrera 

de la epidermis por regulación de la expresión de componentes de diferenciación del complejo 

epidermal (filagrina, loricrina e involucrina), o el aumento de la susceptibilidad a infecciones por 

inhibición de la producción de péptidos antimicrobianos, como las β-defensinas 2 y 3; estas 

acciones se deben sobre todo a la IL-13144. Ambas citocinas, por lo tanto, influyen en la 

preparación del microambiente que conlleva los fenotipos propios de patologías como la 

dermatitis atópica, el asma o la RSCcPN. 

Se ha estudiado la asociación de SNP de IL4R con el asma (rs1801275, rs1805011), 

relacionados con los episodios de exacerbación, disminución de función pulmonar o inflamación 

tisular145,146, así como cambios epigenéticos a nivel de metilación que pueden incrementar el 

riesgo de aparición del asma147. En un estudio publicado en 2020 de perfiles de expresión de 

mRNA y análisis bioinformático de interacción de vías moleculares, destaca la sobreexpresión no 

significativa de IL4R en pacientes con RSCcPN, no encontrada en la del gen del propio ligando, 

IL4148. 

 El dupilumab se empezó a comercializar en 2018 como anticuerpo antirreceptor de IL4 

en el tratamiento de la dermatitis atópica, y en 2019 para el asma144. El programa LIBERTY 

ASTHMA incluyó ensayos como el QUEST o el VENTURE para el empleo del dupilumab en el 

asma, a raíz de los cuáles fue aprobado para su uso en casos graves no controlados en los EEUU, 

Europa y Japón, en septiembre de 2019144. El fármaco mejoraba la FEV1, siendo más eficaz en 

pacientes con ≥ 300 eosinófilos/µl y FeNO ≥ 25 ppm. 

 

2.6. GEN PTGDR2 

 El gen PTGDR2, alternativamente denominado CRTH2, codifica el receptor de tipo 2 de 

la prostaglandina D2, un receptor acoplado a proteína G que se expresa sobre todo en células TH2 

CD4+, así como en eosinófilos, basófilos, macrófagos, mastocitos, células linfoides innatas tipo 
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2 (ILC2) o células dendríticas. El receptor media la quimiotaxis pro-inflamatoria de eosinófilos, 

basófilos y TH2 en la inflamación alérgica. Se muestran en la figura 12 los tejidos donde más se 

expresa este gen. 

 

Figura 12. Diagramas de box-plots de las diferentes expresiones de PTGDR2 en tejidos, extraídos de GTExPortal 

(https://www.gtexportal.org). Expresión en genes en 53 tejidos de RNA-seq de GTEx de 570 donantes (V8, agosto 

2019). 

 

 PTGDR2 actúa como uno de los tres receptores de prostaglandinas acoplados a proteínas 

G, aumentando los niveles intracelulares de calcio y reduciendo los niveles de AMPc, y activando 

vías relacionadas con fosfolipasa C, fosfatidilinositol-3 kinasa o MAPK. La interacción entre la 

prostaglandina D2 (PGD2) y PTGDR2 está directamente implicada en la inflamación alérgica. Las 

células TH2 muestran una expresión aumentada de PTGDR2 en comparación con otros subtipos 

de linfocitos149, y la transmisión de señales por la interacción PGD2-PTGDR2 recluta y activa 

eosinófilos y basófilos. Las células ILC2 muestran también una migración dependiente de 

PTGDR2 tras la exposición a PGD2
150. 

https://www.gtexportal.org/
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Se han asociado determinadas variantes de un solo nucleótido (SNV) en la región 3’ UTR 

del gen con la susceptibilidad a padecer asma. Se ha estudiado también su sobreexpresión en 

sangre periférica de pacientes asmáticos, particularmente elevada en aquellos casos con RSCcPN 

concomitante151. 

La inhibición por anticuerpos monoclonales dirigidos contra CRTH2 y receptores de 

prostanoides, como la mediada por ramatroban, fue capaz de reducir la eosinofilia y la 

inflamación de la mucosa nasal y producir una mejoría de síntomas clínicos de la rinitis alérgica, 

patología para la cual se aprobó su uso. Otros anticuerpos como el setipiprant reducían la fase 

tardía de la respuesta a alérgenos en pacientes asmáticos, pero no la fase temprana152. 

El fevipiprant, inhibidor del receptor 2 de prostaglandina D2 (PTGDR2), ha sido 

estudiado para su empleo en pacientes con asma moderada-grave y recuento de eosinófilos en 

esputo >2%153. Se detectó una reducción significativa del porcentaje de eosinófilos en esputo en 

comparación con el placebo, así como del contaje de eosinófilos en submucosa bronquial. Más 

recientemente, un ensayo en fase II en pacientes con asma alérgica no controlada, aportaba 

resultados más esclarecedores en la esfera respiratoria, con mejora de función pulmonar y 

reducción de sintomatología154. Sin embargo, los resultados en fase III para la RSCcPN no han 

llegado a cumplir los objetivos establecidos, como se comentó anteriormente172. 

 La inhibición de PTGDR2 parece eficaz en el tratamiento de la rinitis alérgica o el asma, 

pero precisa de un estudio detallado del fenotipo para prescribir una terapia más dirigida y precisa 

que beneficie a cohortes determinadas de pacientes152. 
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3. MEDICINA DE PRECISIÓN EN RSCcPN 

 La medicina de precisión tiene como objetivo el manejo personalizado de cada paciente 

de forma óptima, según el momento, las condiciones específicas y la presentación de su patología, 

así como de su estilo de vida, condiciones ambientales y perfil genético. Como se ha indicado, se 

conoce también por sus 4 P: Personalización del manejo clínico del paciente, Predicción de la 

evolución natural de la enfermedad, Prevención primaria, secundaria y terciaria y Participación y 

adherencia del paciente al plan terapéutico para obtener la mayor eficacia del tratamiento. 

 La práctica de la medicina personalizada se ha aplicado los últimos años a una variedad 

de enfermedades respiratorias, entre las que se encuentran el asma o la alergia, y ahora se fomenta 

en el tratamiento de la rinosinusitis crónica2,155. La búsqueda de biomarcadores en RSCcPN, su 

uso combinado o los cambios de perfiles de expresión génica según el fenotipo de la enfermedad, 

pueden ayudar a llevar a cabo este tratamiento más personalizado, acotando más los espectros de 

pacientes que se beneficiarían de cada determinado tipo de actitud terapéutica. 
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Hipótesis 

 

La IL-5 se caracteriza por su actividad en distintas células diana, entre las que se incluyen 

los linfocitos B, eosinófilos o basófilos. Es producida por linfocitos T, sobre todo Th2, ILC2 y 

mastocitos, y ejerce efectos en la proliferación y diferenciación, a través de su receptor (IL-5R), 

un heterodímero compuesto por una subunidad α específica de ligando (IL-5Rα) y otra subunidad 

β, común a otros receptores de citocinas. 

Debido a la relación de la poliposis nasal con la inflamación T2, la evolución de la 

poliposis nasal asociada al asma con eosinofilia se ha considerado un biomarcador para predecir 

la respuesta a los anticuerpos antiIL-5 en el asma. La terapia antagonista de IL-5 ha demostrado 

ser de utilidad en pacientes asmáticos con un fenotipo T2, siendo por lo tanto extensible el 

potencial de dicho tratamiento al de la inflamación en RSCcPN. 

La hipótesis principal de este estudio es que los pacientes con RSCcPN, asociados o no a 

otras patologías de vías respiratorias, atopia, hábitos tóxicos y a más variables clínicopatológicas, 

presentan una sobreexpresión del gen IL5RA respecto a los controles. 

La hipótesis secundaria se extrapola de la anterior, y es la posibilidad de considerar IL5RA 

como un biomarcador de poliposis nasal que pueda ser útil tanto en el diagnóstico, como en el 

seguimiento y el tratamiento, facilitando una terapia dirigida a determinados grupos de pacientes. 
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objetivos 

 

 

En el presente estudio se plantearon los siguientes objetivos: 

1. Determinar los niveles de expresión del gen IL5RA en sangre periférica en una 

población de pacientes con poliposis nasal frente a un grupo control. 

2. Analizar las diferencias de expresión entre distintos fenotipos clínicos. 

3. Determinar los niveles de expresión de IL5RA en tejido polipoideo y estudiar su 

relación con los niveles de expresión en sangre periférica. 

4. Estudiar la posible correlación entre la expresión de IL5RA y otros genes que 

caracterizan grupos patológicos de rinosinusitis crónica, asma y otras 

enfermedades alérgicas. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 Se diseñó el estudio con el propósito de alcanzar los objetivos anteriormente descritos, 

analizando la expresión de los genes IL4R e IL5RA tanto en sangre periférica como en muestras 

histológicas de pólipos nasales. 

 

1. DISEÑO EXPERIMENTAL 

1.1. Modelo experimental 

 Se ha llevado a cabo un estudio de tipo observacional y analítico, de casos y controles, 

con investigación retrospectiva de variables clínicopatológicas de los individuos incluidos. 

Se obtuvieron muestras de sangre periférica de 256 individuos del Servicio de 

Alergología del Complejo Asistencial Universitario de Salamanca, y muestras de tejido 

polipoideo o de epitelio nasal de 39 de esos individuos. Todos los pacientes fueroninformados 

sobre el estudio y previa firma de consentimiento informado. Se siguieron las normas legales para 

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

(CEIm, PI 2020-02-433) del Instituto de Investigación Biomédica de Salamanca (IBSAL). 

1.2. Muestreo 

El tipo de muestreo es no probabilístico intencional o de conveniencia, que se caracteriza 

por la posibilidad de seleccionar los casos característicos de la población a criterio de la 

investigación, y por conveniencia, al ser pacientes pertenecientes al servicio de Alergología del 

Hospital Universitario de Salamanca174. 

1.3. Criterios de inclusión 

- Grupo control 

Los pacientes que integraron el grupo de controles fueron individuos que 

acudieron a consulta de Alergología con el fin de someterse a pruebas diagnósticas, 
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pero que no presentaron sintomatología ni patología alérgica en el momento de 

realizarse el estudio. Los criterios de inclusión de los controles fueron los siguientes: 

• Ausencia de síntomas y antecedentes personales de alergia. 

• Pruebas cutáneas negativas frente a una batería de aeroalérgenos comunes en 

nuestro medio (ácaros, epitelios, hongos, pólenes). 

• Ausencia de síntomas y antecedentes personales de asma. 

• Ausencia de síntomas y antecedentes personales de otras patologías respiratorias. 

• Ausencia de antecedentes familiares de atopia, asma o rinitis alérgica.   

 

- Grupo experimental 

El grupo experimental incluyó aquellos pacientes que presentaban sintomatología 

respiratoria alérgica, diagnosticados de rinosinusitis crónica con poliposis nasal, 

acompañada o no de asma, y aquellos pacientes diagnosticados de asma, tanto con 

pruebas cutáneas positivas como negativas (asma alérgica y no alérgica). 

 

1.4. Descripción de la muestra 

 Se analizaron muestras de pacientes durante un periodo de 5 años por el grupo de 

investigación Alergología, perteneciente al Área de Enfermedades Infecciosas, Inflamatorias y 

Metabólicas del Instituto de Investigación Biomédica de Salamanca (IBSAL). 

1.5. Variables de estudio 

 Las variables fueron recogidas mediante un cuestionario que se cumplimentaba en el 

momento de la consulta, así como con los datos analíticos y clínicos obtenidos del sistema 

informático de laboratorio (SIL) y de las historias clínicas de los pacientes. El cuestionario se 

incluye como anexo al final de la sección Materiales y Métodos. 

 Las variables incluidas en el cuestionario comprendieron los datos demográficos de los 

pacientes (número de historia clínica, número de petición de laboratorio, edad, sexo, fecha de 
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nacimiento, fecha de la consulta, dirección y nombre del médico alergólogo solicitante), la 

positividad o no de las pruebas cutáneas a los grupos de alérgenos anteriormente descritos, el 

diagnóstico de asma, rinitis y poliposis, la edad de aparición de sintomatología, la presencia o no 

de hipersensibilidad a los AINE, así como la existencia de antecedentes familiares, el tratamiento 

inmunoterápico o con corticoides y los niveles de IgE total. Asimismo, a cada muestra le fue 

asignado un código alfanumérico propio del estudio. Salvo el sexo y la edad, el resto de los datos 

demográficos solo se emplearon para la identificación inicial de los individuos y la recogida de 

las muestras, después de lo cual los datos se disociaron, de modo que los datos de identificación 

no se vieran reflejados en ningún otro momento a lo largo del estudio.  

 En cuanto a las variables recogidas del SIL y de las historias clínicas, se incluyó el 

hemograma, determinado por citometría de flujo en un equipo Sysmex XN-1000 (Roche 

Diagnostics, Suiza) (hemoglobina, hematocrito y recuento de células en sangre periférica: 

hematíes, leucocitos, neutrófilos, linfocitos, basófilos, monocitos, eosinófilos y plaquetas), y la 

fracción exhalada de óxido nítrico o FeNO. 

 

- Diagnóstico de atopia  

El criterio diagnóstico de atopia fue la positividad a al menos un alérgeno de una 

batería de pruebas intraepidérmicas (prick tests) frente a ácaros, eptielios, hongos, 

pólenes, adaptada al medio ambiente local. 

Las pruebas se realizaron de acuerdo con las recomendaciones para la 

normalización de alérgenos y pruebas cutáneas emitidas por la European Academy 

of Allergy and Clinical Immunology (EAACI)175. La batería de aeroalérgenos 

empleada fue una adaptación a la exposición local (ALK-Abelló, Madrid; Bial-

Aristegui, Bilbao; CBF-Leti, Barcelona), que incluía ácaros: Dermatophagoides 

pteronisynuss, D. farinae, Lepidoglyphus destructor, Tyrophagus putrescentiae, 

Acarus siro, pólenes de gramíneas, malezas y árboles: Cynodon dactylon, Phleum 

pratense, Parietaria judaica, Chenopodium album, Artemisia vulgaris, Plantago 
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lanceolata, Olea europaea, Cupressus arizonica, Platanus hispanicus, Quercus ilex; 

hongos: Alternaria alternata, Cladosporium herbarum, Penicillium notatum, 

Aspergillus fumigatus, y epitelios: Canis lupus, Felis domesticus, Mesocricetus 

auratus, Equus ferus caballus y Oryctolagus cuniculus, así como los 

correspondientes controles negativo (suero fisiológico) y positivo (dihidrocloruro de 

histamina, 10 mg/ml). 

Previamente a la realización de las pruebas, se los retiraron antihistamínicos y 

otros fármacos que pudieran interferir en el resultado, según las indicaciones de la 

EAACI. La prueba intraepidérmica se llevó a cabo mediante la punción perpendicular 

en la epidermis de una lanceta tipo Morrow-Brown (Stallergenes, Antony, Francia), 

de 1 mm de diámetro. 

La reacción fue considerada positiva frente al antígeno en cuestión si se originaba 

una pápula de diámetro mayor o igual a 3 mm, contrastando con un control negativo 

que no produjese pápula. La condición de paciente atópico y de sensibilización se 

estableció sobre la base de que el paciente presentase una reacción positiva a al menos 

uno de los aeroalérgenos de la batería. Se consideró alergia frente a dicho 

aeroalérgeno si a su vez existían manifestaciones clínicas relacionadas con la 

exposición. 

En función de las pruebas intradérmicas positivas de los pacientes incluidos en 

este estudio y del grupo establecido (ácaros, pólenes, hongos, epitelios), se 

consideraron monosensibilizados aquellos pacientes con reacción positiva a uno de 

los grupos, mientras que los polisensibilizados fueron aquellos que presentaron 

reacción positiva frente a aeroalérgenos pertenecientes a más de un grupo. 
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- Diagnóstico de RSCcPN 

 

El diagnóstico de poliposis nasal se estableció de acuerdo con los criterios EPOS 

202016, que son los de la rinosinusitis crónica en adultos con presencia de pólipos 

nasales, presentados en la tabla 1. 

 

Tabla 1. Criterios diagnósticos de rinosinusitis en los adultos16. 

 

 

Junto al diagnóstico de CRSwNP, se recogieron datos clínicos sobre la poliposis 

nasal en aquellos pacientes con muestra de tejido polipoideo, así como del estadiaje 

en el momento de la polipectomía, según la escala de Lildtholdt, mostrada en la tabla 

8176. 

Tabla 8. Escala de Lildtholt176. 

Puntuación Escala de Lildtholt (Nasal Polyp Score) 

1 Pólipos pequeños que no alcanzan el borde superior del cornete inferior 

2 Pólipos medianos que alcanzan hasta el borde inferior del cornete inferior 

3 Pólipos grandes que sobrepasan el borde inferior del cornete inferior 

4 El pólipo causa obstrucción total de la fosa nasal 

El puntaje se realiza para cada una de las fosas nasales, siendo el total, la suma de ambos 
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El grado corresponde al pólipo o pólipos extirpados, considerándose siempre el 

grado mayor. 

Otras variables clínicas recogidas fueron la presencia o ausencia de insuficiencia 

ventilatoria y obstrucción, o sintomatología como la congestión, anosmia/disosmia, 

rinorrea, epistaxis o tos, en algún momento durante la evolución de su patología. 

Asimismo, se especificó si al paciente se le había practicado polipectomía previa, 

cirugía de senos paranasales o radiofrecuencia ablativa. También se recogió la 

presencia o ausencia de tabaquismo y el índice de paquetes-año (IPA) (nº de 

cigarrillos fumados al día*nº de años fumando/20). 

 

- Diagnóstico de asma 

El diagnóstico de asma en la consulta médica se realizó según los criterios 

establecidos por la guía GEMA 4.2216 y sucesivas. Como ya se ha explicado en la 

sección anterior, el diagnóstico de asma en adultos se establece a partir de una historia 

de sintomatología respiratoria (sibilancias, dificultad respiratoria, presión en el pecho 

o tos) que puede ocurrir de forma variable en el tiempo y en intensidad, empeorar en 

la noche, al caminar o con las infecciones, y ser desencadenados con el ejercicio, la 

alergia u otras situaciones. Esta limitación espiratoria y de la vía respiratoria debe de 

confirmarse mediante una prueba de broncodilatación positiva, variabilidad del PEF, 

pruebas de provocación bronquial con metacolina o histamina, pruebas de 

provocación con el ejercicio y variabilidad del FEV1 entre días. También puede 

emplearse un FeNO superior a 40 ppb. Además, deben estar ausentes otras 

enfermedades pulmonares. El diagnóstico se confirma si, además, el paciente 

responde adecuadamente al tratamiento. 

Se realizó una espirometría basal, siguiendo las normas de la ATS (American 

Thoracic Society178) para el diagnóstico de los pacientes con asma. A aquellos 

pacientes con un índice FEV1/FVC < 0,7, se les realizó una prueba de 

broncodilatación. Si el test era negativo, se prosiguió el estudio con pruebas de 
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provocación bronquial con metacolina, que fue considerada positiva cuando se 

observaba un incremento en el FEV1 mayor del 12 % y más de 200 ml. Un resultado 

negativo correspondía a una PC20 de metacolina < 16 mg/ml. 

Clasificación del asma según la alergia: 

• Asma alérgica (AA): presencia de asma junto a pruebas cutáneas positivas y 

sintomatología compatible con la exposición al alérgeno sensibilizante. 

• Asma no alérgica (ANA): presencia de asma junto a pruebas cutáneas nega-

tivas. 

Gravedad del asma: 

La gravedad del asma se determinó en condiciones basales, siempre y cuando fue 

posible, clasificando el asma en una de las cuatro categorías que establece la GINA177. 

En caso de estar recibiendo tratamiento, se estableció la gravedad del asma en función 

de su escalón de tratamiento. 

• Asma intermitente:  

▪ Síntomas con frecuencia < 1 vez por semana. 

▪ Síntomas nocturnos con frecuencia < 2 veces al mes. 

▪ Crisis de corta duración. 

▪  FEV1 o PEF ≥ 80 %. 

▪ Variación de FEV1 o PEF < 20 %. 

• Asma persistente leve:  

▪ Síntomas > 1 vez por semana, pero no a diario. 

▪ Episodios nocturnos > 2 veces al mes. 

▪ FEV1 o PEF ≥ 80 %. 

▪ Variación de FEV1 o PEF ≥ 20 %, <30 %. 

• Asma persistente moderada:  

▪ Síntomas diarios. 

▪ Las crisis pueden afectar a la vida diaria y al sueño. 
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▪ Necesidad diaria de β2 agonistas inhalados. 

▪ FEV1 o PEF ≥ 60 %, < 80 %. 

▪ Variación de FEV1 o PEF > 30 %. 

• Asma persistente grave:  

▪ Síntomas diarios. 

▪ Crisis frecuentes. 

▪ Episodios nocturnos frecuentes. 

▪ Limitación de las actividades físicas. 

▪ FEV1 o PEF < 60 %. 

▪ Variación de FEV1 o PEF > 30 %. 

Clasificación del asma según la presencia de eosinofilia y atopia según la Guía 

Española para el Manejo del Asma – GEMA 5.1179: 

Asma Tipo 2 (T2): fenotipo de asma caracterizado por nivel de eosinófilos totales 

en sangre periférica ≥ 150/µl y FeNO ≥ 25 ppm o presencia de alergia. 

Asma no Tipo 2 (No-T2): nivel de eosinófilos totales en sangre periférica < 150/µl 

y FeNO < 25 ppm y ausencia de alergia. 

 

- Diagnóstico de la rinitis alérgica 

La rinitis se diagnosticó basándose en los criterios de la guía ARIA 2019 

(Allergic Rhinitis and its impact on Asthma)180. Según la guía, los síntomas 

característicos de la rinitis incluyen la rinorrea, picor, la congestión y obstrucción 

nasal, goteo postnasal o tos. 

Gravedad de la rinitis: 

La gravedad de la rinitis fue establecida también en condiciones basales, cuando 

fuera posible (sin tratamiento), clasificándose según las categorías propuestas por la 

guía ARIA. 
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• Rinitis intermitente:  

▪ Síntomas menos de 4 días a la semana y además aparecen durante menos 

de 4 semanas consecutivas. 

• Rinitis persistente:  

▪ Síntomas más de 4 días a la semana o aparecen durante más de 4 semanas 

consecutivas. 

• Rinitis leve:  

▪ Síntomas presentes, pero no problemáticos. 

▪ Ausencia de: 

• Afectación de actividades básicas de la vida diaria, ocio y/o de-

porte. 

• Afectación de actividades en el trabajo o la escuela. 

• Alteraciones del sueño. 

• Rinitis moderada/grave:  

▪ Síntomas presentes y problemáticos. 

▪ Presencia de uno de los siguientes ítems: 

• Afectación de actividades básicas de la vida diaria, ocio y/o de-

porte. 

• Afectación de actividades en el trabajo o la escuela. 

• Alteraciones del sueño. 

 

- Antecedentes familiares de atopia, asma, rinitis y/o enfermedad alérgica 

Los antecedentes familiares de atopia y/o enfermedad alérgica, así como la 

historia familiar de asma o rinitis, fueron recogidos en el cuestionario por los 

especialistas en Alergología al momento de hacer la entrevista para extraer la muestra 

al paciente. 
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- Inmunoterapia y corticoides 

Se recogieron datos sobre la administración de inmunoterapia (actual y 

previamente), así como de corticoides en el momento de la toma de muestra, 

caracterizándolos en tópicos o sistémicos y clasificándolos según su principio activo. 

 

- Niveles de IgE total 

Los niveles de IgE total se determinaron mediante enzimoinmunoanálisis en un 

equipo ImmunoCAP 250 (Thermo Fischer Scientific, Waltham, EEUU) empleando 

el kit ImmunoCAP Total IgE. La técnica inmunoenzimática consiste en un análisis de 

tipo sándwich en el que la fase sólida está constituida por anticuerpos anti-IgE, unidos 

covalentemente a los pocillos de la placa de ImmunoCAP, que se unen a la IgE 

presente en el suero del paciente. La adición posterior de otros anticuerpos 

monoclonales de ratón anti-IgE, marcados enzimáticamente con β-galactosidasa, 

permite la formación de inmunocomplejos, cuya florescencia se determina tras una 

serie de lavados para eliminar el exceso de anticuerpo y la incubación con una 

solución que contiene el sustrato de la β-galactosidasa. La realización de una curva 

patrón por ensayo permite interpolar los resultados y cuantificar de forma relativa la 

concentración de IgE total presente en cada muestra. 

En aquellos casos en los que las pruebas cutáneas no fueron concluyentes, se 

realizó también una determinación de IgE específica (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, EEUU). Su fundamento es el mismo, pero la fase sólida está compuesta 

por alérgenos específicos, por lo que solamente las IgE del suero del paciente se 

unirán a su antígeno correspondiente. Se eliminan los restos de IgE no específica y se 

procede de igual manera que con los niveles de IgE total. 
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- Fracción exhalada de Óxido Nítrico (FeNO) y espirometría 

La concentración fraccional de óxido nítrico (NO) exhalado (FeNO) se determinó 

en la consulta de Alergología mediante el uso de un dispositivo portátil (Niox Vero, 

Circassia, Oxford, RU). El paciente realiza una exhalación en la boquilla del 

dispositivo, obteniéndose la concentración de NO en partes por mil millones (ppb). 

La espirometría permite valorar la función respiratoria del paciente. Se realizó 

mediante un espirómetro, un dispositivo que mide la capacidad inspiratoria y 

espiratoria. Se analizaron parámetros como el Volumen Espiratorio Forzado en el 

primer segundo (FEV1), que es el volumen de aire espirado en el primer segundo de 

la medición tras una maniobra de inspiración máxima o la Capacidad Vital Forzada 

(FVC), que corresponde al volumen máximo de aire que puede ser exhalado de 

manera forzada tras una inspiración máxima. En condiciones normales, la FEV1 es 

mayor del 70 % de la FVC, si bien depende de la edad y es mejor ajustar por el límite 

inferior de la normalidad (LIN). La relación FEV1/FVC puede orientar también sobre 

la naturaleza de la alteración respiratoria del paciente. A grandes rasgos, cuando el 

cociente se encuentra disminuido (<80 %), el patrón es obstructivo si la FEV1 está 

reducida. Si el cociente es normal y la FVC se encuentra disminuida, el patrón es 

restrictivo. Si tanto la FEV1 como la FVC están reducidas, se considera un patrón 

mixto. Se empleó un espirómetro Datospir 500 (Sibel, Barcelona, España), que no 

permite ajustar por el LIN y un espirómetro MasterScope (CareFusion, Hoechberg, 

Alemania), que sí lo permite. 

 

- Niveles de expresión de IL4R e IL5RA 

Los niveles de expresión de IL4R e IL5RA se determinaron experimentalmente. 

Los detalles se recogen en el apartado siguiente. 
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2. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE IL4R E IL5RA 

 Se estudió la expresión de ambos genes mediante PCR en tiempo real, que permite 

determinar cuantitativamente los niveles de RNA mensajero (mRNA) de un gen, y, por lo tanto, 

comparar los niveles de expresión de dicho gen respecto a un gen de expresión constitutiva y a 

un calibrador compuesto por un conjunto (pool) de pacientes sanos. 

2.1. Diseño de cebadores (primers) 

 El diseño de los cebadores u oligonucleótidos para la amplificación de las regiones 

génicas de interés se llevó a cabo mediante la consulta de bases de datos genómicas y la utilización 

de herramientas online de diseño de oligonucleótidos para PCR. 

 La búsqueda de la secuencia de los genes de IL4R e IL5RA se realizó en la base de datos 

Genome Browser (https://genome.ucsc.edu/) de la Universidad de Santa Cruz, California. La 

identificación de regiones óptimas en el gen para diseñar los cebadores se efectuó a través de las 

herramientas web Primer3web (https://primer3.ut.ee) y Beacon Designer de Premier Biosoft 

(www.premierbiosoft.com/qOligo/Oligo.jsp?PID=1), que sugieren distintas posibilidades en 

función del tamaño del amplicón, el tamaño de los cebadores, las características predictivas de la 

reacción y la posible formación de estructuras secundarias. Las características que se tuvieron en 

cuenta fueron las siguientes: 

- Tamaño mínimo del amplicón 75-150 pb. 

- Tamaño del primer comprendido entre 18 y 25 pb (óptimo 20 pb). 

- Temperaturas de disociación (melting) entre 59 y 61ºC (óptimo 60ºC), sin una dife-

rencia mayor de 2ºC entre ambos cebadores. 

- Porcentaje de bases de guanina y citosina entre 45-55 %. 

- Anclaje GC (GC clamp): presencia de bases de guanina o citosina en las 5 últimas 

bases del extremo 3’, que condiciona la estabilidad de la unión del primer a la secuen-

cia. Se aceptan menos de 3 G o C. 

- Formación de estructuras secundarias: 

https://genome.ucsc.edu/
https://primer3.ut.ee/
http://www.premierbiosoft.com/qOligo/Oligo.jsp?PID=1
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• Horquillado (Hairping): interacciones intramoleculares del propio cebador. 

ΔG > -2 kcal/mol en el extremo 3’, ΔG > -6 si son internos.  

• Autodimerización (SelfDimer): formación de dímeros intermoleculares del 

mismo cebador. ΔG > -5 kcal/mol en el extremo 3’, ΔG > -6 si son internos.  

• Dimerización intermolecular (CrossDimer): formación de dímeros intermo-

leculares entre el cebador sentido 5’ (forward primer) y el cebador sentido 3’ 

(reverse primer). ΔG > -5 kcal/mol en el extremo 3’, ΔG > -6 si son internos. 

El ΔG o energía libre de Gibbs representa la medida de la espontaneidad de 

la reacción o la energía necesaria para romper las estructuras secundarias 

formadas. Cuanto menor sea el valor de ΔG (mayor valor absoluto), la 

estabilidad de la estructura es mayor. 

- Repeticiones (Runs): repeticiones de una misma base dentro del primer. Se permiten 

como máximo 4. 

- Ausencia de variantes descritas en la región del amplicón. 

Una vez diseñado el cebador, debe comprobarse su viabilidad y que no presentan 

homología cruzada, los cebadores no deben amplificar otras regiones del genoma. Para ello se 

emplearon las herramientas BLAT y PCR in silico de Genome Browser, que simulan una PCR 

virtual para comprobar que los cebadores son exclusivos de la región del gen en estudio (que 

exista una correspondencia del 100 %). 

En la tabla 9 se detallan los oligonucleótidos utilizados en el estudio, así como sus 

características. Los cebadores fueron diseñados de tal forma que amplificasen una región de DNA 

codificante (cDNA) para cada gen, evitando así la amplificación de DNA genómico, por lo que 

algunos de los oligonucleótidos están diseñados en la unión exón-exón, como es el caso del 

reverse primer de IL5RA. Los cebadores diseñados fueron encargados y fabricados por Integrated 

DNA Technologies, IDT (Coralville, IA, EEUU). Los oligonucleótidos de los genes de referencia, 

GAPDH y TBP, son diseños comerciales (Human Reference Gene Panel, Roche Diagnostics, 

Suiza). 
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Tabla 9. Características de los oligonucleótidos empleados en la qPCR de IL4R, IL5RA, PTGDR2, GAPDH y TBP 

(GRCh38/hg38). 

IL5RA (NM_175726) 

Forward 5'-TGAAAGAGTGAAGAACCGCC-3' 

Longitud Tm 
GC%  GC Clamp 

Cross Dimer Self Dimer Hairpin 

(pb) (0C) (ΔG) (ΔG) (ΔG) 

20 55.11 50 5 -2.9 0 0 

Reverse 5'-CCTGGCCTGAGAAATGCG-3' 

Longitud Tm 
GC%  GC Clamp 

Cross Dimer Self Dimer Hairpin 

(pb) (0C) (ΔG) (ΔG) (ΔG) 

18 54.92 61.11 5 -2.9 -4.4 0 

Longitud del amplicón: 112 pb.  

IL4R (NM_001257407) 

Forward 5'-CGTCTGCCTGTTGTGCTATG-3 

Longitud Tm 
GC%  GC Clamp 

Cross Dimer Self Dimer Hairpin 

(pb) (0C) (ΔG) (ΔG) (ΔG) 

20 56.32 55 1 -1.3 0 0 

Reverse 5'-GGAATCTGATCCCACCATTC-3' 

Longitud Tm 
GC%  GC Clamp 

Cross Dimer Self Dimer Hairpin 

(pb) (0C) (ΔG) (ΔG) (ΔG) 

20 52.53 50 1 -1.3 -2 -1.5 

Longitud del amplicón: 63 pb. 

GAPDH (NM_002046) 

Forward 5'-CTCTGCTCCTCCTGTTCGAC-3' 

Longitud Tm 
GC%  GC Clamp 

Cross Dimer Self Dimer Hairpin 

(pb) (0C) (ΔG) (ΔG) (ΔG) 

20 56.83 60 1 -1.8 -3.1 0 

Reverse 5'-ACGACCAAATCCGTTGACTC-3' 

Longitud Tm 
GC%  GC Clamp 

Cross Dimer Self Dimer Hairpin 

(pb) (0C) (ΔG) (ΔG) (ΔG) 

20 55.22 50 1 -1.8 -1.9 -1.9 

Longitud del amplicón: 112 pb. 

TBP (NM_001172085) 

Forward 5'-GAACATCATGGATCAGAACAACA-3'  

Longitud Tm 
GC%  GC Clamp 

Cross Dimer Self Dimer Hairpin 

(pb) (0C) (ΔG) (ΔG) (ΔG) 

23 54.8 39.13 1 -1.3 -2.3 -0.4 

Reverse 5'-ATAGGGATTCCGGGAGTCAT-3' 

Longitud Tm 
GC%  GC Clamp 

Cross Dimer Self Dimer Hairpin 

(pb) (0C) (ΔG) (ΔG) (ΔG) 

20 54.13 50 1 -1.3 -4.3 0 

Longitud del amplicón: 87 pb. 

 

Longitud en pares de bases (pb). Tm: temperatura de melting; GC: guanina y citosina; ΔG: energía libre de Gibbs. 

Datos extraídos de Beacon Designer (Premier Biosoft). 
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2.2. Extracción y purificación del RNA mensajero en sangre periférica 

Se empleó el kit RiboPure™-Blood RNA Purification (Ambion, Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, EEUU) para la extracción y purificación del RNA siguiendo el 

procedimiento incluido dentro de las instrucciones del fabricante, que consta de las siguientes 

fases: 

0. Recogida de muestras y estabilización en RNA later solution 

0.1.  Las muestras de sangre de los pacientes se recogieron en tubos con anticoagulante 

(EDTA) de 9 ml. 

0.2.  Se añadieron 1.3 ml de RNA later solution para 300-500 µl de sangre total. El volu-

men medio de sangre utilizada fue de 450 µl. 

a. Se dejaron los tubos en un agitador hasta su procesamiento. 

b. Se añadieron 450 µl de sangre a 1.3 ml de RNA later en un tubo Eppendorf (Ep-

pendorf, Hamburgo, Alemania) safe lock, mezclando bien por inversión. 

c. Se almacenaron las muestras a -20ºC hasta la extracción. 

El RNA later solution es un reactivo incluido dentro del kit RiboPure™-Blood RNA 

Purification (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EEUU) que tiene como finalidad asegurar 

la estabilidad del RNA en sangre completa. Permite almacenar las muestras hasta 3 días a 

temperatura ambiente o a largo plazo a -20ºC. Mantiene el perfil de expresión génica de las 

células, de tal forma que el RNA obtenido al final de la extracción es comparable al que se 

obtendría en caso de procesar las muestras directamente sin almacenar. Además, el reactivo 

reduce de forma considerable la contaminación genómica de las muestras. 

1. Lisis celular. La lisis inicial de las células sanguíneas se llevó a cabo mediante la adición 

de acetato sódico y una solución de lisis con guanidina, con posterior agitación vigorosa 

en vórtex. 

2. Purificación inicial del RNA. El empleo de fenol/cloroformo permite la separación de 

los ácidos nucleicos contenidos en la muestra del resto de componentes. 
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3. Purificación final del RNA. Para aislar el RNA de la solución, se emplearon columnas 

de afinidad con filtros, a través de los cuales se hizo pasar la muestra y se realizaron 

lavados seriados. 

4. Elución. La muestra fue precalentada a 75ºC y el contenido retenido es eluído mediante 

la adición de una solución de elución a la columna. 

Las muestras se sometieron a un proceso adicional de purificación, mediante tratamiento 

con una DNasa para la eliminación del DNA genómico y posterior inactivación de la enzima a 

través de un reactivo incluido en el kit, retirado finalmente por centrifugación. 

 

1. Lisis celular 

1.1.  Se descongelaron las muestras y se centrifugaron 1 minuto a 13200 rpm (16000 g) 

en una microcentrífuga. 

1.2.  Se eliminó el sobrenadante por aspiración con micropipeta, asegurándose de elimi-

nar toda la parte fluida, incluida la capa blanca que aparece en la superficie del pellet 

cuando se centrifuga sangre sin tratar. Se eliminó también cualquier fluido contenido 

en el tapón. 

1.3.  Ambos pasos 1.1 y 1.2 se repitieron. 

1.4.  Se añadieron 800 µl de Lysis Solution y 50 µl de acetato sódico, incluidos en el kit, 

al pellet de las muestras centrifugadas. 

1.5.  Se agitó mediante vórtex de forma vigorosa durante 2 minutos para asegurar la lisis 

de las células, confirmando mediante observación visual de una solución homogénea.  

 

2. Purificación inicial del RNA 

2.1.  Se añadieron 500 µl de fenol-cloroformo a cada muestra. 

2.2.  Se agitaron las muestras mediante vórtex durante 30 segundos y se mantuvieron 5 

minutos a temperatura ambiente. 



 TESIS DOCTORAL - ESTUDIO DE IL5RA COMO BIOMARCADOR GENÉTICO EN POLIPOSIS NASAL  

 

2.3.  Se centrifugaron a temperatura ambiente durante 1 minuto a 13200 rpm para separar 

las fases. La fase acuosa (sobrenadante) contiene el RNA. Se transfirió a un nuevo 

tubo Eppendorf safe lock de 2 ml. 

2.4.  Se repitieron los pasos 2.2 y 2.3. El volumen final de fase acuosa oscilaba entre 1 y 

1.2 ml. 

2.5.  Se añadieron 600 µl de etanol 100 % a cada muestra (aproximadamente la mitad del 

volumen de la fase acuosa) y se agitó en vórtex brevemente. 

 

3. Purificación final del RNA 

3.1.  Se transfirió cada muestra a una columna de afinidad montada en un tubo colector, 

de 700 en 700 µl, y se centrifugaron durante 10 segundos a 13200 rpm, descartando 

el eluído. El RNA se encuentra adherido a la membrana de la columna. 

3.2.  Se purificó la muestra mediante las soluciones de lavado (Wash solution 1 y 2/3). Se 

añadieron 700 µl de Wash solution 1 y se centrifugó 10 segundos a 13200 rpm, des-

cartando el eluído. Se añadieron 700 µl de Wash solution 2/3, previamente preparado 

con 56 ml de etanol 100% añadidos al bote, a cada muestra, centrifugando y descar-

tando el eluído. El lavado con Wash solution 2/3 se realizó 2 veces. 

3.3.  Se centrifugaron durante 1 minuto a 13200 rpm para eliminar cualquier líquido resi-

dual y se transfirieron las columnas a un nuevo tubo colector limpio. 

 

4. Elución 

3.1.  Se añadieron 50 µl de Elution Solution, incluida en el kit y precalentada a 75ºC, en 

el centro del filtro de cada columna, manteniendo a temperatura ambiente unos 20 

segundos y centrifugando con posterioridad durante 1 minuto a temperatura ambiente 

y 13200 rpm, para eluir y recuperar el RNA. 

3.2.  Se volvieron a pasar los 50 µl del eluído por la columna y se volvieron a centrifugar, 

para incrementar la concentración de RNA recuperado. Se descartó la columna. 
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3.3.  Se realizó un tratamiento final con DNasa I, incluida en el kit RiboPure™-Blood 

RNA Purification, para eliminar cualquier resto de DNA que pudiese estar presente. 

Para ello, se preparó un mix que contiene DNase I (1 µl por muestra) y DNase Buffer 

(2,5 µl por muestra), añadiendo 3,5 µl a cada muestra.  

3.4.  Se incubaron a 37ºC durante 30 minutos. 

3.5.  Se añadieron 10 µl de resina de inactivación de DNasas y se dejaron a temperatura 

ambiente 2 minutos. Se invirtió el tubo una o dos veces durante esta incubación para 

resuspender la resina. Posteriormente se centrifugaron a 13200 rpm durante 1 minuto 

para precipitar la resina y separar el sobrenadante, transfiriéndolo a un tubo Eppen-

dorf RNase free. Se cuantificó utilizando el espectrofotómetro NanoDrop 1000 y se 

almacenó a -20ºC, hasta su utilización. 

 

2.3. Extracción y purificación del RNA mensajero en muestras de tejido 

El protocolo de extracción de RNA de tejido de poliposis nasal es esencialmente el mismo 

que para muestras de sangre periférica, pero difiere en algunos aspectos. Las muestras de pólipos 

se obtuvieron de pacientes con poliposis nasal a los que se les realizaron polipectomías 

endoscópicas con fines terapéuticos en la consulta de Otorrinolaringología. Las muestras de tejido 

nasal control se obtuvieron aprovechando cirugías de hipófisis en pacientes atópicos, no 

asmáticos y sin rinitis ni poliposis nasal.  

Para la extracción y purificación del RNA desde tejido, se empleó el kit RiboPure™ 

(Ambion, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EEUU). El procedimiento consta de las 

siguientes partes: 

0. Recogida de muestras y estabilización en RNA later solution 

0.1.  Se recomienda eliminar todo el material extraño posible, como tejido adiposo o res-

tos sanguíneos. Si es necesario, se corta el tejido en piezas de un tamaño más ade-

cuado para su almacenamiento y procesamiento. 
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0.2.  Las muestras de tejido fueron recogidas en tubos Eppendorf de 5 ml, se añadieron 3 

ml de solución RNA later  y se congelaron hasta su disrupción. 

 

1. Disrupción celular y purificación inicial de RNA 

1.1.  Antes de su procesado se retiró el exceso de RNA later de la muestra mediante un 

papel absorbente. 

1.2.  Se utilizaron morteros y mazos de cerámica enfriados previamente con nitrógeno 

líquido para disgregar y homogeneizar el tejido. Se añadió el nitrógeno líquido nece-

sario hasta la completa disgregación de la muestra, evitando en todo momento que 

esta se descongelase.  

1.3.  Una vez machacado el tejido hasta consistencia de polvo, se procedió a su homoge-

neización en 1 ml de reactivo TRI®, incluido en el kit (1 ml de TRI por cada 50-100 

mg de tejido). Se incubaron los homogeneizados 5 minutos a temperatura ambiente 

y fueron congelados a -80ºC hasta la extracción del RNA. 

 

2. Extracción del RNA 

2.1.  Se transfirió 1 ml del homogeneizado a un tubo Eppendorf de 2 ml. Se añadieron 

200 µl de cloroformo (sin alcohol isoamilo) a cada muestra y se mezclaron con vórtex 

a velocidad máxima 5 minutos. 

2.2.  Se incubaron las muestras a temperatura ambiente durante 5 minutos. 

2.3.  Después se centrifugaron a 13200 rpm a 4ºC durante 10 minutos, para separar la fase 

acuosa que contiene el RNA de la fase orgánica que contiene el DNA y proteínas. El 

volumen de la fase acuosa es típicamente alrededor del 60 % del volumen utilizado 

de TRI. 

2.4.  Se transfirieron entre 600 y 800 µl de la fase acuosa a nuevos tubos de microcentrí-

fuga. 
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2.5.  Se añadieron 0,5 volúmenes de Etanol 100 % (300 o 400 µl según la cantidad de fase 

acuosa obtenida) y se mezcló mediante vórtex de forma inmediata a velocidad má-

xima 5 segundos, para evitar la precipitación de RNA. 

2.6.  Se transfirió cada muestra a una columna de afinidad insertada en un tubo colector, 

de 700 en 700 µl, y se centrifugaron durante 30 segundos a 13200 rpm, descartando 

el eluido. En este paso el RNA se encuentra unido a la membrana de la columna. 

2.7.  Se purificaron las muestras mediante la solución de lavado (Wash solution), incluida 

en el kit RiboPure™. Se añadieron 500 µl de la solución de lavado, previamente 

preparada con 48 ml de etanol 100 % añadidos al bote, a cada muestra, centrifugando 

y descartando el eluido. El lavado se realizó 2 veces. 

2.8.  Se centrifugaron durante 1 minuto a 13200 rpm para eliminar cualquier líquido resi-

dual y se transfirieron las columnas a un nuevo tubo colector limpio. 

 

3. Elución 

3.1.  Se añadieron 100 µl de Elution Solution, incluida en el kit y precalentada a 75ºC, en 

el centro del filtro de cada columna, manteniendo a temperatura ambiente unos 20 

segundos y centrifugando con posterioridad durante 1 minuto a temperatura ambiente 

y 13200 rpm, para eluir y recuperar el RNA. 

3.2.  Se volvieron a pasar los 100 µl del eluído por la columna y se volvieron a centrifugar, 

para incrementar la concentración de RNA recuperado. Se descartó la columna. 

3.3.  Se realizó un tratamiento final con DNasa I, incluida en el kit RiboPure™-Blood 

RNA Purification, para eliminar cualquier resto de DNA que pudiese estar presente. 

Para ello, se preparó un mix que contiene DNase I (1 µl por muestra) y DNase Buffer 

(2,5 µl por muestra), añadiendo 3,5 µl a cada muestra.  

3.4.  Se incubaron a 37ºC durante 37 minutos. 

3.5.  Se añadieron 10 µl de resina de inactivación de DNasas y se dejaron a temperatura 

ambiente 2 minutos. Posteriormente se centrifugaron a 13200 rpm durante 1 minuto 



 TESIS DOCTORAL - ESTUDIO DE IL5RA COMO BIOMARCADOR GENÉTICO EN POLIPOSIS NASAL  

 

para precipitar la resina y separar el sobrenadante, transfiriéndolo a un tubo Eppen-

dorf RNase free. Se cuantificó utilizando el espectrofotómetro NanoDrop 1000 y se 

almacenó -20ºC, hasta su utilización. 

 

2.4. Cuantificación del RNA mensajero 

El RNA mensajero se cuantificó mediante espectrofotometría ultravioleta con el 

espectrofotómetro NanoDrop 1000 (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.). La 

longitud de onda empleada fue de 260 nm. Asimismo, se verificó la pureza del RNA analizado 

empleando la ratio de absorbancias 260/280 nm, que determina la contaminación por proteínas 

de la muestra (figura 13). Una ratio entre 2 y 2.2 indica una pureza óptima. Se descartaron valores 

inferiores a 1,5. La ratio 260/230 nm indica contaminación por reactivos empleados en la 

extracción, sobretodo el fenol. También se descartaron valores inferiores a 1,5. 

 

Figura 13. Ejemplo de medición de concentración de RNA en NanoDrop 1000, software NanoDrop Operating System 

(v.3.8.1), expresada en ng/µl, de una muestra de tejido polipoideo. Las ratios se encuentran en torno a 2 y son superiores 

a 1,5. La concentración de RNA obtenida de tejidos (en torno a 600-1200 ng/µl) fue bastante superior a la obtenida en 

muestras de sangre periférica (30-80 ng/µl). 
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Retrotranscripción 

 Una vez extraído y cuantificado el RNA, se llevó a cabo la retrotranscripción mediante 

el uso de un kit comercial, SuperScript® III First-Strand Synthesis System (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, EE. UU.). El sistema permite la síntesis de DNA complementario 

(cDNA) partiendo de RNA total, y opera en un rango de temperaturas de 42 a 55ºC. La inhibición 

de la SuperScript® III RT por RNA ribosomal y de transferencia no es significativa. 

 El volumen inicial de muestra requerido en el kit es de 8 μl, y la cantidad de RNA total 

de la que se puede partir abarca de 1 pg a 5 μg. Se utilizaron 500 ng de RNA en todas las muestras 

de sangre periférica y entre 1-2 μg en el caso del tejido polipoideo o tejido de epitelio nasal. 

 Basándose en la cantidad de RNA cuantificada en el paso anterior, se calculó el volumen 

necesario para obtener 500 ng (1000 o 2000 ng en muestras de tejido, que contenían una 

concentración de RNA mayor). Si el volumen era inferior a 8 μl, se añadía agua destilada hasta 

alcanzarlo. Si el volumen excedía los 8 μl, las muestras serían concentradas al vacío empleando 

el equipo Concentrator Plus (Eppendorf, Hamburgo, Alemania).  

 El proceso de retrotranscripción y PCR, llevado a cabo en un termociclador MultiGene™ 

Optimax (Labnet International, Corining Inc., Corning, NY, EE.UU.), consta de las siguientes 

fases. Primero se llevó a cabo la preparación previa de una mezcla que contenía 1 μl/muestra de 

primer (hexámeros aleatorios) y 1 μl/muestra de mezcla de desoxinucleótidos trifosfato (dNTP) 

10 μM,  

Asimismo, se preparó una segunda mezcla con 2 μl/muestra de tampón, 4 μl/muestra 

de MgCl2 25 mM, 2 μl/muestra DTT0.1 M, 1 μl/muestra de RNaseOUT™ (40 U/μl) y 1 

μl/muestra de SuperScript® III RT.  

1.  Desnaturalización (65ºC - 5 minutos) 

2. Hibridación con cebadores (25ºC – 10 minutos; 50ºC – 50 minutos): se emplearon 

hexámeros aleatorios (random hexameres) como cebadores en la reacción. Los hexáme-

ros aleatorios son el método de cebado menos específico, ya que hibridan con RNA total, 
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pudiéndose de esta manera abarcar mayor cantidad de mRNA que la que se podría obtener 

con unos cebadores más específicos, como Oligo(dT) (que hibridan con secuencias 

poli(A) del extremo 3’, presentes en aproximadamente el 1-2% del RNA total). La espe-

cificidad se consiguió, a posteriori, utilizando cebadores específicos de los genes en es-

tudio en la PCR a tiempo real.  

3. Síntesis de cDNA (50ºC – 50 minutos): se realizó a partir de una solución de desoxinu-

cleótidos trifosfato (dNTP mix). Se utilizó el RNaseOUT™ Recombinant RNase Inhibitor 

en la reacción, como medida adicional de salvaguarda contra la degradación del RNA 

diana por contaminación con ribonucleasas. 

4. Reacción de terminación (85ºC – 5 minutos) 

5. Eliminación de RNA residual: la adición de la enzima RNasa H de E. coli, eliminó los 

restos de RNA molde de la muestra. Se pipeteó 1 μl/muestra de RNasa H e incubó a 37ºC 

20 minutos. 

 

Cuantificación del RNA mensajero (mRNA) mediante PCR en tiempo real 

 La PCR en tiempo real (RT-PCR) permite la cuantificación relativa de ácidos nucleicos 

mediante la medición de la fluorescencia del proceso de amplificación. Un fluorómetro acoplado 

a un termociclador detecta la fluorescencia en tiempo real de los ciclos de PCR, dando 

información sobre la velocidad y tiempo de reacción y traduciéndolos a términos relativos de 

cantidad de DNA presente. Una de las ventajas de la técnica es la posibilidad de cuantificar la 

expresión génica (PCR cuantitativa o qPCR), partiendo del mRNA retrotranscrito a cDNA como 

material base, lo que proporciona información sobre los niveles de expresión de un gen en una 

muestra concreta. De este modo, se cuantificó el cDNA obtenido en los pasos anteriores. 

 La qPCR se llevó a cabo en un equipo LightCycler® 480 (Roche Diagnostics, Suiza).  

 Se determinó la expresión de mRNA de los genes IL4R, IL5RA, GAPDH y TBP mediante 

qPCR, utilizando el LightCycler® 480 SYBR Green I Master (Roche Diagnostics, Suiza). El 

SYBR Green es una mezcla comercial que contiene DNA polimerasa FastStart Taq y tinción 
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específica de DNA de doble cadena para la detección y caracterización del DNA a estudio. La 

actuación del fluoróforo SYBR Green se basa en su unión de gran afinidad al surco menor del 

DNA bicatenario, produciéndose un aumento de su fluorescencia de hasta 1000 veces. La 

intercalación del colorante es directamente proporcional al DNA sintetizado y sigue una 

progresión lineal, lo que facilita la cuantificación del producto de la PCR. Su ventaja radica en su 

fácil uso, puesto que sólo requiere la adición de cebadores y del DNA molde, minimizando el 

riesgo de error y de contaminación por pipeteo. 

• Preparación de la solución de calibradores 

 El calibrador empleado se obtuvo de un RNA total comercial procedente de linfocitos de 

sangre periférica de 426 individuos de etnia asiática (hombres y mujeres de edades comprendidas 

entre los 18 y 54 años) (Human Blood, Peripheral Leukocytes Total RNA, Takara, Kioto, Japón).  

El RNA total fue retrotranscrito a cDNA usando el kit SuperScript® III First-Strand Synthesis 

System (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, ), a partir de hexámeros aleatorios.  

a) El RNA total de leucocitos de sangre periférica humana, 1 µg/µl) se envió al 

laboratorio refrigerado con hielo seco, en tubos de 1,5 ml. Se almacenó a -

80ºC hasta su utilización. 

b) Al realizar la retrotranscripción, se descongelaron los tubos en hielo y se cen-

trifugaronn para recoger todo el contenido del fondo. 

c) Se determinó la cantidad de RNA presente en el tubo y, en función de ello, 

se ajustaron los reactivos a utilizar. 

d) Se llevó a cabo el proceso de retrotranscripción conforme al protocolo des-

crito anteriormente. 

Una vez obtenido el cDNA, se juntaron todos los productos de la reacción en un tubo 

Eppendorf y se prepararon alícuotas de 20 o 30 µl, que fueron utilizadas como calibrador en las 

placas de qPCR. 
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• Estudio de las eficiencias entre los genes de referencia y genes problema. 

Se utilizaron los genes GAPDH y TBP como genes de referencia, puesto que muestran 

una expresión homogénea e independiente del estado del paciente y de su patología. 

El gen GAPDH es el gen que codifica la gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa, situado 

en el cromosoma 12, que cataliza la reacción glucolítica de D-gliceraldehído-3-fosfato a 1,3-

bifosfoglicerato. Por su parte, el gen TBP codifica la proteína de unión a la caja TATA, y se sitúa 

en el cromosoma 6. La proteína TBP forma parte de un complejo proteico de pre-iniciación de la 

RNA polimerasa II, TFIID (factor de transcripción II D), que se une a regiones del promotor de 

algunos genes eucariotas. Las características de ambos genes se detallan a continuación (tabla 10 

y tabla 14). 

Tabla 10. Características genómicas de GAPDH y TBP, extraídas de Genome Browser (https://genome.ucsc.edu/). 

Gen: GAPDH 

Descripción: Homo sapiens glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), transcript 

variant 1, mRNA. 

ID Ensembl: ENSG00000111640.14 

Clase: codificante 

Expresión mediana más alta: 6385.00 TPM en células – linfocitos transformados - EBV 

Expresión mediana total: 70706.51 TPM 

Posición genómica: hg19 chr12:6643093-6647540 

 
Gen: TBP 

Descripción: Homo sapiens TATA box binding protein (TBP), transcript variant 1, mRNA. 

ID Ensembl: ENSG00000112592.13 

Clase: codificante 

Expresión mediana más alta: 52.48 TPM en testículos 

Expresión mediana total: 837.73 TPM 

 Posición genómica: hg19 chr6:170863390-170881958 

  
 

Para poder realizar los cálculos de la expresión mediante el método comparativo de ΔΔCt 

que se explicará en detalle más adelante, es imprescindible analizar si las eficiencias de 

amplificación de los genes problema y los genes de referencia son similares. Para ello se 

realizaron qPCR con cantidades decrecientes de DNA (100, 10, 1, 0,1 y 0,01 ng de DNA) con el 

objetivo de la elaboración de curvas patrón y el cálculo de la eficiencia de los genes constitutivos 

al ser comparados con los genes problema181.  

https://genome.ucsc.edu/
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGene?db=hg19&hgg_gene=GAPDH
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=1072575341_kpeeZgaOiFA0zoKFzYJg7vaS3jZs&db=hg19&position=chr12%3A6643093-6647540
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGene?db=hg19&hgg_gene=TBP
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=1072575341_kpeeZgaOiFA0zoKFzYJg7vaS3jZs&db=hg19&position=chr6%3A170863390-170881958
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=1072575341_kpeeZgaOiFA0zoKFzYJg7vaS3jZs&db=hg19&position=chr6%3A170863390-170881958
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Figura 14. Diagramas de cajas (box-plots) de las diferentes expresiones de GAPDH y TBP en tejidos, extraídos de 

GTExPortal (https://www.gtexportal.org). Expresión en genes en 54 tejidos de RNA-seq de GTEx de 17382 muestras, 

948 donantes (V8, agosto 2019). 

 

https://www.gtexportal.org/
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A partir de los valores logarítmicos de los resultados de expresión para cada 

concentración de DNA, se calculó la ecuación de la recta de regresión lineal para cada gen y su 

eficiencia. 

𝑒𝑓𝑖𝑐𝑖𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 = 10−1/𝑝𝑒𝑛𝑑𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒 − 1 

 

Las rectas de expresión de los genes problema (IL4R, IL5RA) fueron comparadas con las 

de los genes constitutivos (GAPDH y TBP) mediante la elaboración de una nueva recta de 

regresión lineal, cuyos puntos fueron la diferencia entre los valores de expresión de los genes 

problema con los constitutivos, y el cálculo del coeficiente de determinación de esa nueva recta. 

El coeficiente de determinación (𝑅2) da información sobre la calidad del modelo para predecir 

nuevos resultados y la proporción de varianza total que pueda ser explicada el propio modelo de 

regresión lineal. Su rango de valores comprende entre 0 y 1, y cuanto más cerca esté de 1, mayor 

será el ajuste del modelo a la variable. 

𝑅2 =
∑ (�̂�𝑡 − �̅�)2𝑇

𝑡=1

∑ (𝑌𝑡 − �̅�)2𝑇
𝑡=1

 

El coeficiente de determinación es la fracción entre la varianza de la estimación de la 

variable (�̂�), que es la diferencia de expresión entre los genes, y la varianza de la propia variable 

(𝑌). Tras el cálculo de eficiencias, se validaron GAPDH y TBP como genes de referencia para la 

determinación de la expresión de IL4R y IL5RA en las muestras del estudio. 

 

• PCR cuantitativa en LightCycler® 480 

- Preparación de mezcla de cebadores a una concentración 10 µM: 

Los cebadores, que se sirven liofilizados, se reconstituyeron a 100 µM (concentración 

base) y se almacenaron a -20ºC. A partir de esta alícuota, se preparó la dilución de trabajo a la 

concentración de 10 µM, que también se almacenó a -20ºC. 
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- Cálculo y diseño de placas: 

La placa de PCR de 96 pocillos se diseñó de forma que se pudieran analizar 4 genes (los 

2 genes a estudio, IL4R e IL5RA, y 2 genes constitutivos (GAPDH y TBP) en 6 muestras, cada 

una de ellas por triplicado para cada gen. Además, se añadió una fila de calibrador y otra de 

control negativo, NTC (agua destilada). 

Se realizaron los cálculos para obtener una mezcla de SYBR Green con los cebadores, de 

la cual se repartirían 10 µl por pocillo (7,5 µl de SYBR Green Master Mix, 1,3 µl de mezcla de 

debadores 10 µM y 1.2 µl de H20 destilada). Por otra parte, se prepararon tubos con la solución 

de cDNA de cada muestra en estudio, de las que se añadirían 5 µl a cada pocillo correspondiente. 

Un tubo con el cDNA calibrador para añadir 5 µl en los pocillos designados) y 1 tubo con agua 

para añadir 5 µl a los pocillos de control negativo. 

 

- Preparación de la placa de PCR: 

 Para la preparación de la placa y el pipeteo de los volúmenes mencionados anteriormente, 

se utilizó un sistema automatizado, Eppendorf epMotion® 5070 (Eppendorf, Hamburgo, 

Alemania; figuras 15 a 17). El sistema automatizado asegura una buena reproducibilidad del 

método y menor variabilidad interplaca.  

 El software del equipo (epBlue ID™ v.10.000) permite la programación de métodos de 

pipeteo, estableciendo el volumen y las posiciones de los pocillos con los que se desee trabajar, 

minimizando así el error humano. El equipo se programó para pipetear en cada pocillo 10 µl de 

la solución de SYBR Green y 5 µl de la solución de cDNA o calibrador o control negativo 

correspondiente, obteniéndose un volumen final de 15 µl. 
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Figura 15. Eppendorf epMotion® 5070. 

 

                                   

Figura 16. Rack para 24 tubos safelock.                Figura 17. Thermoadapter para placa de PCR de 96 pocillos 

 

- LightCycler® 480: 

Una vez preparada la placa, se procedió a realizar la qPCR en el aparato LightCycler® 

480. Se empleó el programa propio de SYBR Green, que consta de las siguientes partes: 

- 1 ciclo de pre-incubación de activación de la Taq Polimerasa a 95ºC durante 

5 minutos. Rampa de 4,4ºC/s. 

- 45 ciclos de amplificación, cada uno de ellos constituido por 10 segundos a 

95ºC (rampa de 4,4 ºC/s), 10 segundos a 60ºC (rampa de 2,2 ºC/s) y 10 se-

gundos a 72ºC (rampa de 4,4 ºC/s). 
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- 1 ciclo de la curva de melting, 5 segundos a 95ºC (rampa de 4,4 ºC/s), 1 mi-

nuto a 65ºC (rampa de 2,2 ºC/s) y temperatura objetivo de 97ºC. 

- Finalmente, el ciclo de cooling o enfriamiento hasta alcanzar los 40ºC en 30 

segundos (rampa de 2,2 ºC/s).  

 

Obtención y análisis de datos del LightCycler® 480 

El software propio del equipo, LightCycler® 480 Software v.1.5.1.62, IDEAS 2.0, 

permite analizar las curvas de amplificación y de fusión de la placa. En primer lugar, se 

comprueba que las temperaturas de fusión (Tm, temperature of melting) se corresponden con la 

del fragmento amplificado y que no hay otros picos de fusión presentes, que podrían indicar una 

posible contaminación o formación de dímeros de los cebadores (figura 18). 

 

 

Figura 18. Temperaturas de melting (Tm) de una placa de ejemplo. Se representa la fluorescencia (medida a longitudes 

de onda 445-510 nm) frente a la temperatura (ºC). Software IDEAS 2.0. 
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En este ejemplo de la figura 19, de una placa de 8 muestras (6 muestras problema, 1 

control sano y el calibrador), podemos ver 4 curvas o picos de fluorescencia frente a la 

temperatura de melting (ºC), correspondientes a los 4 fragmentos de los 4 genes presentes en la 

placa (IL4R, IL5RA, GAPDH y TBP). Cada uno de ellos presenta una Tm concreta y 24 curvas de 

fusión de las 8 muestras por triplicado. 

 

Figura 19. Curvas de temperaturas de melting (Tm) de la misma placa. Los colores diferencian los 4 genes. Software 

IDEAS 2.0. 

 

La cuantificación de la expresión de los genes se realizó por medio de los valores de Ct 

(Cycle Threshold) para cada curva. El Ct corresponde al punto de la curva de amplificación en el 

que ésta comienza a ser exponencial, y que es a su vez la intersección entre la curva de 

amplificación y la threshold line, o línea de umbral. Como cada muestra se analizó por triplicado 

para cada gen, se obtiene el valor medio y la desviación estándar de los 3 resultados de Ct. Como 

criterio de validez de los resultados del ensayo, se estableció un límite máximo de 0,35 de 

desviación estándar como aceptación (variabilidad intraensayo). Los Ct obtenidos se encontraron 

siempre por debajo del límite de detección del equipo de 40 ciclos, que según la recta patrón 

calculada para GAPDH, corresponde a una concentración de 1,98e-5 ng. Algunos ejemplos, de 

curvas de amplificación del ensayo, se muestran en la figura 20. 
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a.  

b.  

Figura 20. Curvas de amplificación. Fluorescencia (longitudes de onda 445 - 510 nm) frente a número de ciclos. a. 

Curvas de amplificación de una placa diferenciadas por colores según el gen (azul, IL4R; rojo, IL5RA; verde, GAPDH; 

morado, TBP). Se puede observar la diferencia de ciclos media necesaria para cada fragmento según su Tm. b. Curvas 

de amplificación de IL5RA. Muestras problema (azul) y calibrador (rojo). El Ct en el calibrador (el número de ciclos 

necesarios para que la amplificación sea exponencial) es más elevado que en las muestras. Esto se traduce en una menor 

expresión del gen en el calibrador, que está formado por una mezcla de cDNA de individuos sanos, en comparación 

con las muestras. Software IDEAS 2.0. 

 

El cálculo de la expresión se realizó mediante el método comparativo de ΔΔCt182, que 

tiene en cuenta tanto la diferencia de expresión de la muestra problema con la de los genes 

constitutivos (GAPDH y TBP), como con la del calibrador en la misma placa. 
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ΔΔCt = ΔCt𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 𝑝𝑟𝑜𝑏𝑙𝑒𝑚𝑎 −  ΔCt𝑐𝑎𝑙𝑖𝑏𝑟𝑎𝑑𝑜𝑟 

ΔΔCt = (Ct𝑔𝑒𝑛 𝑝𝑟𝑜𝑏𝑙𝑒𝑚𝑎 − Ct𝑔𝑒𝑛 𝑐𝑜𝑛𝑠𝑡𝑖𝑡𝑢𝑡𝑖𝑣𝑜)𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 𝑝𝑟𝑜𝑏𝑙𝑒𝑚𝑎

− (Ct𝑔𝑒𝑛 𝑝𝑟𝑜𝑏𝑙𝑒𝑚𝑎 − Ct𝑔𝑒𝑛 𝑐𝑜𝑛𝑠𝑡𝑖𝑡𝑢𝑡𝑖𝑣𝑜)𝑐𝑎𝑙𝑖𝑏𝑟𝑎𝑑𝑜𝑟 

Finalmente, la expresión relativa se obtuvo mediante la fórmula: 

𝐸𝑥𝑝𝑟𝑒𝑠𝑖ó𝑛 𝑟𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑎 =  2−ΔΔCt 

En cada experimento de qPCR se añadieron NTC (No Template Control o control sin 

oligonucleótidos) en forma de agua destilada. Los NTC permiten detectar posibles 

contaminaciones que produzcan resultados falsos positivos. Los cálculos fueron realizados en 

Microsoft Excel 2010 (Microsoft, Redmon, WA, EE.UU.). 

Al normalizarse la expresión de los genes problema con los genes de referencia en cada 

placa, cuya expresión es independiente de la patología subyacente, y con el calibrador, se asegura 

una mayor reproducibilidad y una disminución de la variabilidad inter-ensayo, permitiendo la 

comparación de resultados entre placas. 

Todos los métodos de cálculo de expresión por qPCR siguieron las recomendaciones de 

la guía MIQE (Guide to Performing Relative Quantification of Gene Expression Using Real-Time 

Quatitative PCR)183, que establece los criterios de información mínima que se requieren para la 

publicación de resultados obtenidos por PCR cuantitativa. Las reglas esenciales de la guía MIQE 

se muestran al final de la sección de Materiales y Métodos (anexo 2). 

 

Análisis estadístico 

 El análisis de los resultados se llevó a cabo mediante hojas de cálculo Excel (Microsoft, 

Redmond, Washington, EE. UU.) y el uso de los softwares estadísticos SPSS Statistics v.15 y 17 

(IBM, Endicott, Nueva York, EE. UU.), GraphPad Prism 6 (GraphPad, San Diego, California, 

EE. UU.) y R (R Foundation for Statistical Computing, Viena, Austria), con los paquetes ggplot2, 

tidyverse, fastDummies, heatmaply, pROC, dplyr y skimr217-223. 
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• Métodos estadísticos empleados 

- Z de Kolmogorov-Smirnov: método estadístico utilizado para analizar la nor-

malidad de la distribución de la muestra. 

- Test de Levene: permite el estudio de homogeneidad de las varianzas. 

- t de Student: método estadístico de contraste de comparación de medias de 2 

poblaciones que siguen una distribución normal. 

- U de Mann-Whitney: método estadístico de contraste de comparación de me-

dias de 2 poblaciones que no siguen una distribución normal y el tamaño 

muestral es pequeño. 

- ANOVA: método estadístico de contraste de comparación de medias de K 

poblaciones (K>2) que siguen una distribución normal. 

- Kruskall-Wallis: método estadístico de contraste de comparación de medias 

de K poblaciones (K>2) que no siguen una distribución normal. 

- Correlación de Pearson: mide el grado y el tipo de dependencia lineal entre 

2 variables cuantitativas continuas aleatorias. 
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3. ANEXOS. MATERIALES Y MÉTODOS. 

Anexo 1. Plantilla de trabajo para la preparación de la placa de qPCR. 
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Anexo 2. Relación de los ítems que hay que controlar en publicaciones de qPCR, según la guía MIQE186. 

Diseño experimental Protocolo de qPCR 

Definición de grupo control y experimental Condiciones de reacción 

Número dentro de cada grupo Volumen de reacción y cantidad de cDNA/DNA 

Muestra Primers, concentración de Mg2+, dNTP 

Descripción Identificación de la polimerasa y concentración 

Volumen/masa de muestra procesada* Fabricante e identificación del kit/tampón 

Procedimiento de procesado Aditivos (SYBR Green) 

Técnica y tiempo de congelación Fabricante de placas y número de catálogo* 

Condiciones de almacenamiento de muestras y duración Parámetros completos del termociclador 

Primers de la qPCR Preparación de la reacción (manual/automatizado)* 

Secuencia de los primers Fabricante del instrumento para qPCR 

Localización e identificación de alguna modificación Validación de la qPCR 

Fabricante de los primers* Especificidad (gel, curva de fusión…) 

Método de purificación* Ct de los NTC 

Extracción de ácidos nucleicos Curva de calibración: pendiente e intersección en el eje Y 

Procedimiento y/o instrumentación Eficiencia de la PCR calculada por la pendiente 

Nombre del kit y detalles de algunas modificaciones R2 de la curva de calibrado 

Detalles del tratamiento con DNasa o RNasa Rango dinámico lineal 

Medición de la contaminación del DNA o RNA Variación de Ct al límite de detección 

Cuantificación de ácidos nucleicos Evidenciar el límite de detección 

Instrumento y método Análisis de datos 

Pureza (A260/A280)* Programa de análisis de qPCR y versión 

Rendimiento* Método de determinación del Ct 

Integridad del RNA: método/instrumento Identificación de outliers 

Ct de 3' y 5' del tránscrito Resultados de los NTC 

Test de inhibición (diluciones de Ct) Justificación del número y elección de los genes de referencia 

Transcripción inversa Descripción del método de normalización 

Condiciones de reacción Número de réplicas 

Cantidad de RNA y volumen de reacción Repetitividad (variación intraensayo) 

Cebado de oligonucleótidos y concentración Reproducibilidad (variación interensayo, CV)* 

Transcriptasa inversa y concentración Análisis de Poder* 

Temperatura y tiempo Método estadístico para la significancia de los resultados 

Fabricante y número de catálogo de reactivos Software (versión) 

Condiciones de almacenamiento del cDNA*  

Información del gen a estudiar por qPCR 
 

Símbolo del gen 
 

Número de acceso a la secuencia  

Localización del amplicón*  

Tamaño del amplicón*  

Especificidad in silico  

Localización del primer en exón o intrón  

Variantes del splicing a las que están dirigidas  
 

*Los elementos con asterisco forman parte del grupo de ítems no esenciales, pero recomendables. 
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RESULTADOS 

 

1.   CARACTERIZACIÓN DEMOGRÁFICA DE LA MUESTRA 

La muestra quedó conformada por un total de 256 individuos, de los cuales 102 (39,85%) 

pertenecían al grupo control y 154 (60,15%) al grupo experimental. Se incluyeron en el estudio 

140 (54,7%) mujeres y 116 (45,3%) varones; estos porcentajes fueron del 67% y del 33% en el 

grupo control y del 47% y del 53% en el grupo experimental. La media de edad de la nuestra 

global fue de 55,34±16,68 (media±SD), siendo de 56,97±17,43 en el grupo control y de 

54,25±16,13 en el experimental. 

Tabla 12. Características demográficas de la muestra a estudio. 

   n Sexo† Edad IgE EOS 

Controles 102 0,67 56,97±17,43 68,41±113,96 132,43±90,4 

Pacientes 154 0,47 54,25±16,13 289,71±556,85 444,23±366,45 

RSCcPN 121 0,40 53,86±16,16 329,71±602,5 510,02±382,9 

 
RSCcPN c/Atopia 49 0,31 46,6±15,26 526,72±836,79 524,81±307,57 

 
RSCcPN s/Atopia 72 0,46 58,69±14,98 191,2±293,34 499,76±429,61 

 
RSCcPN c/Asma 87 0,45 54,17±15,61 400,05±684,57 547,69±403,02 

  
RSCcPN c/AA 38 0,37 46,57±15,53 609,35±924,31 561.68±323.65 

  
RSCcPN c/ANA 49 0,51 59,92±13,13 233,56±332,45 536.1±426.36 

 
RSCcPN s/Asma 34 0,27 53,06±17,7 144,5±206,1 415,83±313,77 

Asma 120 0,52 54,6±15,72 329,31±613,79 452,26±381 

 
ANA 82 0,60 58,22±14,49 198,63±328,62 400,6±396,93 

 
 ANA s/PN 33 0,73 55,7±16,19 149,04±321,92 221.39±171.93 

EREA 26 0,50 57,31±12,57 304,81±347,67 503,18±386,98 

Atopia 49 0,31 46,6±15,26 526,72±836,79 524,81±307,57 

 
Polisensibilizados 24 0,29 40,62±12,91 689,91±1081,93 570±368±21 

 
Monosensibilizados 25 0,32 52,58±15,31 356,1±425,62 477,48±227,38 

 
Ácaros 25 0,24 45,36±13,42 591,46±1043,64 462,92±296,13 

 
Polen 37 0,35 46,44±14,87 530,23±909,85 565,53±323,71 

 
Epitelios 19 0,32 39,58±14,06 874,71±1208,47 662,35±360,03 

  Hongos 7 0,29 34,43±14,03 876,69±766,98 605,71±439,24 

Resultados expresados en media±SD. n, número de casos. †Sexo femenino (porcentaje). IgE (kU/L). Eosinófilos 

(concentración expresada en células/µL). RSCcPN: rinosinusitis crónica con poliposis nasal. AA: asma alérgica. ANA: 

asma no alérgica. EREA: enfermedad respiratoria exacerbada por ácido acetilsalicílico. c/: con. s/: sin. 
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El grupo experimental incluyó 121 pacientes con poliposis nasal (RSCcPN), de los cuales 

34 presentaban poliposis simple sin asma (RSCcPN sin asma); y 120 pacientes con asma (82 con 

asma no alérgica). En la tabla 12 se muestra el análisis de frecuencias de las distintas variables 

demográficas de la población a estudio. 

1.1. Distribución por grupos clínicos 

 Dentro de los grandes grupos clínicos analizados (rinosinusitis crónica con poliposis 

nasal, RSCcPN con o sin asma asociada; y asma no alérgica sin poliposis, ANA s/PN), la 

distribución de los pacientes se decantó por la RSCcPN (79%), dentro de la cual, predominaron 

aquellos con asma asociada (71.9% de RSCcPN y 33.98% del total), frente a la poliposis simple 

o RSCcPN sin asma (28.1% de RSCcPN y 13.28% del total). 

 En cuanto a la atopia, 49 individuos (19.14% del conjunto de pacientes), presentaron 

pruebas cutáneas positivas. Este porcentaje supone el 40.05% de los pacientes con RSCcPN. En 

cuanto a los pacientes con RSCcPN y asma, 38 (43.68%) fueron atópicos.  

 En cuanto a la corticoterapia concomitante, 126 pacientes estaban sometidos a 

tratamiento con corticoides, de los cuales 111 estaban tratados de forma tópica, 4 con corticoides 

sistémicos y 11 con ambos tipos. 

 Del total de pacientes con RSCcPN, se obtuvieron muestras de pólipos nasales de 36 

individuos, junto a 3 muestras de tejido nasal sano control, obtenido de cirugías hipofisiarias. De 

las muestras de tejido, 6 correspondieron a PN grado I de la clasificación de Lindholdt, 17 a PN 

grado II y 11 a PN grado III. No se consiguieron datos del estadiaje de 2 de los pacientes con 

RSCcPN. 

1.2. Nivel de eosinófilos por grupos 

 En la nuestra global, la concentración media de eosinófilos en sangre periférica fue de 

318,42±326,55 (células/µL), siendo de 132,43±90,4 en los controles y de 444,23±366,45 en los 

pacientes. Las medias más elevadas correspondieron al grupo de pacientes con PN con asma 
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concomitante (RSCcPN c/Asma, 547,69±403,02), de PN con asma alérgica (RSCcPN c/AA, 

561,68±323,65), de PN con asma no alérgica (RSCcPN c/ANA, 536,1±426,36) y de poliposis con 

atopia (RSCcPN c/Atopia, 524,81±307,57). Dentro de este último grupo, la media de eosinófilos 

se elevó en algunos subgrupos, como el grupo con sensibilización a pólenes, a epitelios o a hongos 

(565,53±323,71, 662,35±360,03 y 605,71±439,24, respectivamente). Las diferencias de 

eosinófilos de todos los grupos anteriores, con respecto a los controles, ha sido significativa 

(p<0,001). La diferencia entre RSCcPN c/Asma y RSCcPN s/Asma no ha sido significativa 

(p=0,108). Sin embargo, si lo fue la diferencia de eosinófilos entre RSCcPN c/AA y RSCcPN 

s/Asma (p=0,02) 

1.3. IgE por grupos 

 La concentración de IgE se determinó en 240 individuos siento la media de la muestra 

global de 199,69±447,81 (kU/L); por su parte, fue de 68,41±113,96 en los controles, y de 

289,71±556,85 en los pacientes. La concentración media más elevada correspondió al grupo de 

RSCcPN c/AA (609,35±924,31); destacan también los subgrupos con sensibilización a los 

pólenes, los epitelios y a los hongos (530,23±909,85 874,71±1208,47 y 876,69±766,98, 

respectivamente). 

 

2. ESTUDIO DE EXPRESIÓN DE IL5RA 

2.1. Genes de referencia 

• Cálculo de eficiencia y elaboración de rectas patrón 

Como ya se ha explicado con anterioridad, se realizó una qPCR inicial para la validación 

de los genes de referencia (GAPDH y TBP), utilizando para ello un conjunto de muestras de 

controles sanos. A partir de los valores logarítmicos de los resultados de expresión para cada 

concentración de DNA, se calculó la ecuación de la recta de regresión lineal para cada gen y su 

eficiencia. 
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A continuación, en la figura 22, se muestran las rectas patrón de ambos genes y los genes 

problema (IL5RA e IL4R), obtenidas mediante qPCR, junto a los resultados del cálculo de 

eficiencia para GAPDH y TBP para su uso como genes de referencia. Se puede observar cómo las 

4 rectas siguen una tendencia decreciente lineal similar. 

 

Figura 22. Rectas patrón para concentraciones decrecientes de cDNA (100, 10, 1, 0,1 y 0,01 ng/µl) para cada uno de 

los genes. Se adjuntan las ecuaciones de las rectas de regresión lineal y el coeficiente de correlación (R2). 

 

Las rectas de expresión de los genes problema fueron comparadas con las de los genes de 

referencia (IL4R vs GAPDH y TBP e IL5RA vs GAPDH y TBP) mediante la elaboración de una 

nueva recta de regresión lineal cuyos puntos son la diferencia entre los valores de expresión de 

los genes problema con los de referencia, y el cálculo del coeficiente de determinación (R2) de 

esa nueva recta. 

𝑒𝑓𝑖𝑐𝑖𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 = (10−1/𝑝𝑒𝑛𝑑𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒 − 1)𝑥100 

𝑅2 =
∑ (�̂�𝑡 − �̅�)2𝑇

𝑡=1

∑ (𝑌𝑡 − �̅�)2𝑇
𝑡=1
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Los resultados de eficiencia y los coeficientes de determinación de IL5RA frente a ambos 

genes de referencia se muestran en la tabla 13. 

Tabla 13. Cálculos de eficiencia y coeficiente de determinación (R2). 

 Eficiencia (%) 

IL5RA 83,11 

IL4R 83,77 

GAPDH 101,84 

TBP 97,06 

  

 R2 

IL5RAvsGAPDH 0,68 

IL5RAvsTBP 0,65 

IL4RvsGAPDH 0,62 

IL4RvsTBP 0,63 

 

Los coeficientes de determinación de IL5RA frente a los genes de referencia son 

superiores a 0,5. Se consideró que los genes de estudio (IL5RA y TBP) tenían una eficiencia 

similar y, por lo tanto, se validaron para los ensayos de qPCR y se pudo utilizar el método ΔΔCt.  

 

2.2. Expresión de IL4R e IL5RA en sangre periférica 

La cuantificación de la expresión de los genes se realizó por medio de los valores de Ct 

(Cycle Threshold) para cada curva. El Ct corresponde al punto de la curva de amplificación en el 

que ésta comienza a ser exponencial, y que es, a su vez, la intersección entre la curva de 

amplificación y la threshold line o línea umbral. Como cada muestra se analizó por triplicado para 

cada gen, se obtuvo el valor medio y la desviación estándar de los 3 resultados de Ct. Como 

criterio de validez de los resultados del ensayo se estableció un límite máximo de 0,35 de 

desviación estándar como aceptación. Los Ct obtenidos se encontraron siempre por debajo del 

límite de detección superior del equipo de 40 ciclos que, según la recta patrón calculada para 

GAPDH, corresponde a una concentración de 1,98e-5 ng. Los resultados de expresión relativa y 

de las pruebas de contraste se exponen en la tabla 14. La figura 23 muestra una representación, 

en diagramas de caja, de las expresiones de IL5RA en los grandes grupos. 
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• Estadística de contraste  

    IL4RA / GAPDH IL4RA / TBP IL5R / GAPDH IL5R / TBP 

   n Mediana RIQ p Mediana RIQ p Mediana RIQ p Mediana RIQ p 

Controles 102 1.9 1,36 -  0,651 0,442  - 5,42 5,33 -  1,68 2,22  - 

Pacientes 154 1.82 1,25 0,951 0,639 0,393 0,787 9,9 14,4 <0,001 3,48 4,81 <0,001 

RSCcPN 121 1.75 1,22 0,461 0,64 0,419 0,737 10,3 16,2 <0,001 4,12 6,55 <0,001 

 
RSCcPN c/Atopia 49 1,65 0,902 0,188 0,658 0,381 0,887 10,1 11,3 <0,001 4,73 5,9 <0,001 

 
RSCcPN s/Atopia 72 1,82 1,23 0,961 0,615 0,441 0,702 11,4 17,5 <0,001 3,88 4,97 <0,001 

 
RSCcPN c/Asma 87 1,79 1,21 0,685 0,62 0,396 0,955 10,3 18,5 <0,001 4,12 6,55 <0,001 

  RSCcPN c/AA 38 1,74 1,04 0,318 0,633 0,389 0,803 10,2 20,1 <0,001 4,92 7,49 <0.001 

  RSCcPN c/ANA 49 1,84 1,14 0,803 0,62 0,369 0,894 10,7 18,1 <0,001 3,49 5,59 <0.001 

 
RSCcPN s/Asma 34 1,63 1,25 0,331 0,71 0,529 0,363 10,6 8,26 <0,001 4,15 3,34 <0,001 

Asma 120 1.87 1,21 0,734 0,628 0,365 0,951 9,65 16,9 <0,001 3,31 5,98 <0,001 

 
ANA 82 2,03 1,18 0,296 0,628 0,362 0,945 8,19 16,1 <0,001 2,92 4,96 <0,001 

 
 ANA s/PN 33 2,13 1,66 0,111 0,639 0,283 0,97 5,86 6,14 0,088 2,15 2,04 0,36 

EREA 26 1,81 1,35 0,881 0,615 0,404 0,939 11,4 13,1 <0,001 4,04 5,42 <0,001 

Atopia 49 1,65 0,902 0,191 0,658 0,381 0,896 10,1 11,3 <0,001 4,73 5,9 <0,001 

 
Polisensibilizados 24 1,65 0,995 0,142 0,674 0,346 0,898 9,72 13,8 <0,001 3,97 5,08 <0,001 

 
Monosensibilizados 25 1,61 1,25 0,57 0,648 0,451 0,735 10,1 10,2 <0,001 4,97 4,55 <0,001 

 
Ácaros 25 1,65 1,24 0,226 0,62 0,401 0,45 10,2 11,1 <0,001 4,88 3,62 <0,001 

 
Polen 37 1,65 0,881 0,275 0,701 0,36 0,266 9,26 12,1 <0,001 4,73 5,9 <0,001 

 
Epitelios 19 1,65 0,961 0,065 0,592 0,292 0,517 11,8 20,8 <0,001 4,95 8,08 <0,001 

 
Hongos 7 1,29 1,1 0,241 0,452 0,244 0,232 11,8 22,1 0,011 3,82 9,42 0,125 

 

Tabla 14. Resultados de los estudios de contraste de la expresión de IL4RA e IL5RA. Test de Kruskal-Wallis (p). Los cálculos se realizaron mediante el método comparativo de ΔΔCt. Todos los 

procedimientos siguieron las recomendaciones de la guía MIQE. n=número de casos; RIQ=Rango intercuartílico.
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Controles Pacientes RSCcPN 

RSCcPN 

c/Asma 

RSCcPN 

c/AA 

RSCcPN 

c/ANA 

RSCcPN 

s/Asma 

ANA 

s/PN 

Mínimo 0,07 0,21 0,21 0,21 0,46 0,21 1,59 1,98 

Q1 3,18 5,4175 6,29 6,02 7,205 5,63 7,17 4,44 

Mediana 5,42 9,9 10,26 10,26 10,215 10,73 10,6 5,86 

Q3 8,505 19,81 22,5 24,52 27,335 23,7 15,435 10,58 

Máximo 32,45 103,37 103,37 103,37 77,62 103,37 28,91 49,87 

RIQ 5,325 14,3925 16,21 18,5 20,13 18,07 8,265 6,14 

Outliers superiores 9 9 7 5 2 2 1 4 

Outliers inferiores 0 0 0 0 0 0 0 0 

 

Figura 23. Representación en diagramas de caja de los niveles de expresión de IL5RA en sangre periférica. Niveles de 

expresión de IL5RA en sangre periférica, frente a GAPDH (eje de ordenadas). Outliers: valores extremos o atípicos.  

 

En casi todos los grupos clínicos de pacientes y respecto al grupo control se 

observó un aumento estadísticamente significativo de los niveles de expresión de IL5RA 

(p<0.001). El único grupo que no alcanzó la significación fue el de asma no alérgica sin 

PN (ANA s/PN).  

Se observó una expresión relativa de IL5RA similar, tanto con GAPDH como con 

TBP como genes de referencia. Por lo que a partir de ahora se considerarán únicamente 

los valores de expresión de IL5RA relativos frente a GAPDH, debido a su amplia 
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aceptación en la literatura científica y en trabajos de investigación similares. La mediana 

de expresión de IL5RA de la muestra global de pacientes fue de 9,9±14,4 (mediana±RIQ), 

frente a la mediana del grupo control, que fue de 5,42±5,33. Los grupos con una mayor 

mediana de expresión fueron el de RSCcPN s/Atopia (11,4±17,5), y el de la EREA 

(11,4±13,1).  

En cuanto a la expresión de IL4RA, no se hallaron diferencias significativas entre 

los niveles de expresión de pacientes y controles, en ninguno de los grupos clínicos. 

Debido a este hecho el estudio se centró en el análisis de los niveles de expresión de 

IL5RA. En la figura 24 se muestran los diagramas de caja de las expresiones de IL4R en 

los principales grupos clínicos. 

         
 

          

         

         

         

         

         

         

         

         

         

         

         

         

         

         

         

         

  
Controles Pacientes RSCcPN 

RSCcPN 

c/Asma 

RSCcPN 

c/AA 

RSCcPN 

c/ANA 

RSCcPN 

s/Asma 

ANA 

s/PN 

Mínimo 0,05 0,13 0,13 0,13 0,34 0,13 0,26 0,93 

Q1 1,2725 1,31 1,29 1,295 1,275 1,38 1,2275 1,47 

Mediana 1,9 1,82 1,75 1,79 1,74 1,84 1,625 2,13 

Q3 2,635 2,555 2,52 2,505 2,3125 2,52 2,4825 3,13 

Máximo 5,68 5,48 5,48 5,48 4,51 5,48 3,29 4,68 

RIQ 1,3625 1,245 1,23 1,21 1,0375 1,14 1,255 1,66 

Outliers superiores 4 3 2 2 1 1 0 0 

Outliers inferiores 0 0 0 0 0 0 0 0 

 

Figura 24. Representación en diagramas de caja de los niveles de expresión de IL4R en sangre periférica. Niveles de 

expresión de IL4R en sangre periférica, frente a GAPDH (eje de ordenadas). Outliers: valores extremos o atípicos.  
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• IL5RA y sensibilización alérgica 

Se observó un incremento significativo en los niveles de expresión de IL5RA en el grupo 

de pacientes con poliposis atópicos (n=49, con pruebas cutáneas positivas) con respecto al grupo 

de controles (p<0,001), con una mediana de 10,1±11,3 en los pacientes atópicos. 

Los pacientes atópicos con pruebas cutáneas positivas a dos o más grupos de 

aeroalérgenos (pacientes que se consideraron polisensibilizados) presentaron un aumento 

estadísticamente significativo de los niveles de expresión de IL5RA con respecto al grupo control 

(p<0,001), La expresión mediana de IL5RA fue de 9,72±13,8.  

Los pacientes atópicos con pruebas cutáneas positivas a un solo grupo de aeroalérgenos 

(pacientes que se considerador monosensibilizados) presentaron un incremento estadísticamente 

significativo de los niveles de expresión de IL5RA con respecto al grupo control (p<0,001). La 

mediana de la expresión de IL5RA fue de 10,1±10,2. La diferencia de niveles de expresión entre 

el grupo atópico y el no atópico no resultó estadísticamente significativa (p=0,155). 

En cuanto a la sensibilización a grupos de aeroalérgenos concretos, los pacientes atópicos 

con pruebas cutáneas positivas a los ácaros, el polen, los epitelios y los hongos, presentaron 

también un aumento significativo de los niveles de expresión de IL5RA con respecto al grupo 

control (p<0,001, p=0,011 para hongos), siendo la mediana de la expresión de IL5RA de 

10,2±11,1,, 9,26±12,1, 11,8±20,8 y de 11,8±22,1, respectivamente. 

• IL5RA y RSCcPN 

Se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre los niveles de expresión 

de IL5RA en el grupo RSCcPN (n=121) con respecto al grupo de controles (p<0,001), con una 

mediana de 10,3±16,2 en los pacientes con poliposis nasal, frente a 5,42±5,33 en los controles. 

Tanto el grupo de pacientes con RSCcPN c/Atopia como el de pacientes con RSCcPN 

s/Atopia presentaron un incremento estadísticamente significativo de los niveles de expresión de 

IL5RA (10,1±11,3 y 11,4±17,5, respectivamente) con respecto al grupo control (p<0,001).  
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En los grupos de poliposis con y sin asma asociada (RSCcPN c/Asma y RSCcPN s/Asma) 

se observaron también diferencias estadísticamente significativas en los niveles de expresión de 

IL5RA con respecto al grupo control (p<0,001). Las medianas de expresión fueron de 10,3±18,5 

y 10,6±8,26, respectivamente. No se hallaron diferencias significativas entre los niveles de 

expresión en RSCcPN c/Asma y en RSCcPN s/Asma (p=0,329). 

Además, se encontró también un incremento estadísticamente significativo (p<0.001) 

entre los niveles de expresión de IL5RA de los grupos RSCcPN c/AA y RSCcPN c/ANA con 

respecto a los controles. Las medianas de la expresión fueron de 10,2±20,1 y 10,7±18,1, 

respectivamente. No se hallaron tampoco diferencias significativas entre los niveles de expresión 

en RSCcPN c/AA y en RSCcPN s/ANA (p=0,411). 

 

• IL5RA y asma 

Se observó un incremento significativo en los niveles de expresión de IL5RA en el grupo 

de pacientes asmáticos (n=120) con respecto al grupo de controles (p<0,001), con una mediana 

de 9,65±16,9 en los pacientes con asma, frente a 5,42±5,33 en los controles. Cabe señalar, que en 

este grupo de pacientes asmáticos incluía tanto pacientes con poliposis nasal como sin poliposis 

nasal asociada. 

Dentro del grupo de pacientes con asma, se seleccionó un grupo con asma no alérgica 

(ANA, n=82). El grupo de ANA también presentó una elevación estadísticamente significativa 

de los niveles de expresión de IL5RA (p<0,001), con una mediana de 8,19±16,1. Sin embargo, en 

el subgrupo de pacientes con ANA, pero sin poliposis nasal (ANA s/PN), la elevación de los 

niveles de expresión no llegó a alcanzar significación (p=0,088), con una mediana de 5,86±6,14. 

En cuanto a la diferencia entre los grupos de CRSwNP c/ANA y ANA s/PN, no llegó a ser 

significativa, pero se obtuvo un valor p bajo (p=0,081). 
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• IL5RA y Enfermedad Respiratoria Exacerbada por Ácido acetilsalicílico (EREA) 

Los niveles de expresión de IL5RA en el grupo de pacientes con EREA (n=26), estaban 

elevados de forma estadísticamente significativa (p<0,001) respecto al grupo control, con una 

mediana de 11,4±13,1, frente a 5,42±5,33 en los controles. 

• IL5RA y corticoterapia 

Se evaluó la influencia de la corticoterapia en los resultados de expresión. No se 

observaron diferencias significativas entre los niveles de expresión de IL5RA entre los pacientes 

en tratamiento corticoideo y aquellos sin él (p=0,239). Tampoco se obtuvo una diferencia 

significativa entre pacientes tratado con corticoides sistémicos y tópicos (p=0,541). 

• Estudio de las correlaciones de la expresión de IL5RA con los niveles de eosinófilos 

y de IgE total 

 Se observó una correlación positiva de los niveles de expresión de IL5RA (p<0,001) con 

la concentración de eosinófilos en sangre periférica. También se observó una correlación positiva 

de los niveles de expresión de IL5RA (p<0,001) con la concentración de IgE en sangre periférica. 

Los coeficientes de correlación (Pearson, r) se presentan en la tabla 15. 

En la tabla 16 se muestran las correlaciones (Pearson, r) de la expresión de IL5RA frente 

a las distintas líneas celulares, observándose una correlación positiva significativa con 

eosinófilos, basófilos y con la suma de ambos. 
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Tabla 15. Correlaciones por grupos. Niveles de expresión de IL5RA frente a niveles séricos de IgE y recuento de 

eosinófilos en sangre periférica. Correlación (Pearson, r). Se destaca en negrita las correlaciones significativas. 

   n IL5RA e IgE IL5RA y EOS 

Controles 102 -0,1 (p=0,339) 0,46 (p<0,001) 

Pacientes 154 0,28 (p<0,001) 0,49 (p<0,001) 

RSCcPN 121 0,26 (p=0,007) 0,47 (p<0,001) 

 
RSCcPN c/Atopia 49 0,38 (p=0,011) 0,54 (p<0,001) 

 
RSCcPN s/Atopia 72 0,21 (p=0,092) 0,44 (p<0,001) 

 
RSCcPN c/Asma 87 0,27 (p=0,017) 0,49 (p<0,001) 

  
RSCcPN c/AA 38 0,36 (p=0,036) 0,52 (p=0,002) 

  
RSCcPN c/ANA 49 0,21 (p=0,182) 0,48 (p=0,002) 

 
RSCcPN s/Asma 34 -0,01 (p=0,952) 0,18 (p=0,333) 

Asma 120 0,28 (p=0,003) 0,53 (p<0,001) 

 
ANA 82 0,25 (p=0,032) 0,52 (p<0,001) 

 
 ANA s/PN 33 0,31 (p=0,085) 0.48 (p=0.007) 

EREA 26 0,67 (p<0,001) 0,31 (p=0,165) 

Atopia 49 0,38 (p=0,011) 0,54 (p<0,001) 

 
Polisensibilizados 24 0,6 (p=0,013) 0,75 (p=0,001) 

 
Monosensibilizados 25 0,1 (p=0,67) 0,57 (p=0,008) 

 
Ácaros 25 0,29 (p=0,174) 0,26 (p=0,227) 

 
Polen 37 0,44 (p=0,008) 0,68 (p<0,001) 

 
Epitelios 19 0,56 (p=0,02) 0,55 (p=0,021) 

  Hongos 7 -0,94 (p=0,002) 0,87 (p=0,01) 

 

Tabla 16. Correlaciones entre niveles de expresión de IL5RA y recuento de células sanguíneas (células/µl) 

Correlaciones 

    
Leucocitos 

totales 
Neutrófilos Linfocitos Monocitos Eosinófilos Basófilos Eos+Bas 

IL5RA 

(vs GAPDH) 

r 0,017 -0,115 0,096 0,008 0,55 0,343 0,557 

p 0,801 0,082 0,147 0,903 <0,001 <0,001 <0,001 

 

En la distribución de niveles de expresión de IL5RA frente al recuento de eosinófilos en 

sangre periférica (figura 24), se puede observar, además de una gran dispersión de la nube de 

puntos, la presencia de valores atípicos, de casos con nivel de eosinófilos bajo en sangre, pero con 

elevada expresión de IL5RA (y al revés). 
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Figura 24. Diagrama de dispersión de las expresiones de IL5RA y el recuento de eosinófilos (EOS) en sangre periférica 

(células/µL). Los cálculos se realizaron mediante el método comparativo de ΔΔC. Todos los procedimientos siguieron 

las recomendaciones de la guía MIQE. Q1: cuadrante 1 (EOS≤132,43; IL5RA≤7,2); Q2: cuadrante 2 (EOS>132,43; 

IL5RA≤7,2); Q3: cuadrante 3 (EOS≤132,43 IL5RA>7,2); Q4: cuadrante 4 (EOS>132,43; IL5RA>7,2). Los puntos de 

corte corresponden a los valores medios en controles de ambas variables. RSCcPN: rinosinusitis crónica con poliposis 

nasal; A: asma; ANA: asma no alérgica. 

 

2.3. Expresión de IL5RA en muestras de tejido 

 Se analizaron 39 muestras de tejido de pacientes del estudio, 36 muestras de tejido 

polipoideo de pacientes con RSCcPN y 3 muestras de tejido nasal de la zona del cornete inferior 

de individuos sin rinitis ni poliposis nasal. 

 

 

 

 



 

 

132 

• Estadística de contraste 

Tabla 17. Resultados de los estudios de contraste de la expresión IL5RA.  

    IL5RA GAPDH 

a)   n Mediana RIQ p 

Controles    3 11,7 15,6  - 

Pacientes (RSCcPN) 36 13,6 16,7 0,599 

 
RSCcPN c/Atopia 18 11,7 17,9 0,412 

 
RSCcPN s/Atopia 18 15,8 15,1 0,894 

 
RSCcPN c/Asma 18 11,8 16,5 0,468 

  
RSCcPN c/AA 10 9,63 7,44 0.2 

  
RSCcPN c/ANA 8 17,1 15,0 0.919 

 
RSCcPN s/Asma 18 14,4 16,3 0,813 

EREA 7 13,4 20,4 0,824 

  
 

    

b)  
 

    

RSCcPN  c/Atopia 18 11,7 17,9 
0,309 

RSCcPN s/Atopia 18 15,8 15,1 

       

RSCcPN c/AA 10 9,63 7,44 
0,057 

RSCcPN c/ANA 8 17,1 15,0 

       

RSCcPN c/Asma 18 11,8 16,5 
0,547 

RSCcPN s/Asma 18 14,4 16,3 

       

c) 
      

Grado I 6 13,40 7,80 

0,155 Grado II 17 19,20 22,70 

Grado III 11 10,90 13,20 

       
Polipectomía previa 15 16,7 16,7 

0,307 
Sin polipectomía previa 20 12,6 11,7 

       

Cirugía de senos paranasales previa 11 25 16,7 
0,303 

Sin cirugía de senos paranasales previa 24 13,1 11,7 

       

Hábito tabáquico 9 12,4 4,54 
0,581 

Sin hábito tabáquico 27 14,9 17 

Test de Kruskal-Wallis (p). Los cálculos se realizaron mediante el método comparativo de ΔΔCt. Todos los 

procedimientos siguieron las recomendaciones de la guía MIQE. n=número de casos; Median=mediana; RIQ=Rango 

intercuartílico. a. Estadística de contraste comparando los niveles de expresión en tejido entre los grandes grupos 

clínicos y los controles. b. Estadística de contraste comparando los niveles de expresión entre pares de grupos. c. Igual 

que el anterior, pero teniendo en cuenta variables clínicas y factores concomitantes de la PN. 
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En el estudio de contraste de expresión de IL5RA en tejido polipoideo (tabla 17), no se 

encontraron diferencias significativas ni en la comparación de los grupos clínicos con los 

controles (n=3) ni entre grupos clínicos entre sí (atópicos vs no atópicos, AA vs ANA o RSCcPN 

con asma vs RSCcPN sin asma). Esto puede ser debido probablemente al tamaño muestral del 

grupo control. Sin embargo, en la mayoría de las comparaciones, los niveles de expresión de 

IL5RA, son mayores en los pacientes que en los controles. 

• IL5RA y grados de poliposis 

El estudio estadístico de contraste de la expresión de IL5RA entre los tres grados 

de la clasificación Lildholdt para la RSCcPN no obtuvo diferencias significativas. La 

mediana de expresión en el grado I fue de 13,4±7,8, en el grado II 19,2±22,7 y en el grado 

III 10,9±13,2. 

• IL5RA según manifestaciones clínicas de la poliposis 

Se analizó también la diferencia de expresión según variables clínicas asociadas a la 

poliposis, como son la gradación de Lildholdt, los antecedentes de cirugía endoscópica previa o 

el hábito tabáquico. Se comparó la expresión de IL5RA en función de la presencia o ausencia de 

estas características. No se hallaron diferencias significativas en ninguna de las comparaciones. 

• Correlación entre la expresión de IL5RA en sangre periférica y en tejido 

Se estudió la posible correlación entre los niveles de expresión de IL5RA en tejido con 

los niveles de expresión en las mismas muestras en sangre periférica, así como con el recuento de 

eosinófilos en sangre periférica, sin obtenerse resultados significativos (p=0,184 y p=0,619, 

respectivamente). 

• Estudio de casos individuales 

En la tabla 18 se exponen casos atípicos (outliers) encontrados en el análisis comparativo 

de expresiones entre sangre periférica y tejido, en donde la expresión relativa de una no se corres-

ponde con la del otro. 
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Tabla 18. Exposición de casos individuales del estudio de expresión sangre vs tejido 

Muestra IL5RA P_IL5RA PC Grado 
Polipectomia 

previa 

Cirugía 

previa 
Tabaco Observaciones  

E5 63 10,03 40,32 Neg 2 Si No Si Exfumador 4 farias/día. Papiloma escamoso 

E5 03 10,26 35,3 Pos 2 No No No  

E4 51 14,47 33,94 Pos 2 No No Si  

E4 73 5,41 30,98 Neg 2 No No No  

E5 04 4,12 29,21 Pos 2 Si Si No Mucho edema, mucho moco muy espeso. Cirugías. 

IL5RA, niveles de expresión de IL5RA en sangre periférica (frente a GAPDH). P_IL5RA, niveles de expresión de 

IL5RA en tejido polipoideo (frente a GAPDH). 

 

A la vista de la tabla, los cinco primeros casos corresponden a individuos con unos niveles 

de expresión más o menos elevados en sangre periférica, que no se corresponden con la gran 

elevación que presentan en el tejido polipoideo. La diferencia de condiciones clínicas de la 

poliposis nasal que presentan estos individuos no es concluyente, habría que estudiar cada caso 

en concreto en más profundidad con el fin de hallar un patrón de comportamiento común. 

Se elaboró una matriz de correlaciones  (figura 25) con todas las variables del estudio. 

Las variables cualitativas fueron expresadas en términos binarios, como variables dummy o 

ficticias (0=ausencia de la condición; 1=presencia de la condición). Se añadieron las variables 

correspondientes de la normalización de las expresiones de IL5RA, tanto frente a GAPDH como 

a TBP, con la suma de las concentraciones de eosinófilos más basófilos, así como los logaritmos 

de estas sumas. El objetivo fue minimizar la influencia de las concentraciones de eosinófilos y 

basófilos en sangre periférica (células donde se expresa en mayor medida el gen IL5RA) a la hora 

de estudiar el aumento de expresión de dicho gen en los distintos grupos de pacientes. La 

correlación de la expresión normalizada con el logaritmo de la concentración de eosinófilos más 

basófilos se mantiene con respecto a la expresión del gen sin normalizar, como se puede 

comprobar por el código de colores de la matriz. Sin embargo, se pierde en algunos grupos 

clínicos al dividir la expresión entre la concentración en bruto. 
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Figura 25. Matriz colorimétrica de correlaciones. Se representa en color azul la correlación negativa, y en rojo la positiva. La intensidad del color se corresponde con el grado de correlación 

(coeficientes de correlación (Pearson) más próximos a -1 y 1). Un color blanco denota coeficientes de correlación cercanos a 0. IL4RA/IL5R_GAPDH/TBP: expresión de IL4RA o IL5RA utilizando 

GAPDH o TBP como gen constitutivo. Contpac: control=0, paciente=1. LEU: concentración de leucocitos en sangre periférica. NEU: neutrófilos. LYM: linfocitos. MON: monocitos. EOS: 

eosinófilos. BAS: basófilos. PLT: plaquetas. P_: variables referentes al tejido polipoideo. P_Grade: grado de poliposis nasal, según la escala de Lildholdt. P_Bilateral: pólipos nasales unilaterales=0, 

bilaterales=1. VentFailure: insuficiencia ventilatoria. PrevPolypectomy: polipectomía previa. PrevSugery: cirugía de senos para nasales previa. Smoking: sin tabaquismo asociado=0, con 

tabaquismo asociado=1. . CRSwNP: RSCcPN. NAA: ANA. AERD: EREA. Asthma_Grade: grado de asma. Rhinitis_Grade: grado de rinitis. IgE: concentración de IgE en kU/L. IgE>100: 

concentración de IgE mayor de 100 kUI/l. 
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Las expresiones de IL5RA presentan correlaciones positivas con la mayor parte de grupos 

clínicos, siendo menor en el grupo de asma no alérgica sin poliposis nasal (ANA s/PN). No se 

observó correlación entre los niveles de expresión del gen y el sexo o la edad.Se observa también 

una correlación positiva entre la expresión de IL4R normalizada con TBP en tejido y los distintos 

grupos clínicos. 

 

2.4. Co-expresión de IL5RA y PTGDR2 

Se compararon los resultados de expresión de IL5RA obtenidos en el estudio con los 

niveles de expresión de PTGDR2 recogidos de estudios previos del grupo de investigación173, ya 

que se ha determinado experimentalmente un incremento significativo de la expresión de este gen 

en poliposis nasal. De esta forma, se determinó el potencial de la utilización de ambos 

biomarcadores de forma conjunta en la caracterización de las patologías objeto de estudio. La 

expresión de ambos genes fue determinada por qPCR. 

De los sujetos analizados en nuestro estudio, a 188 se le había estudiado la expresión de 

PTGDR2, de los cuales 77 eran controles y 111, pacientes. De estos 111 pacientes, 92 presentaban 

RSCcPN y 19 asma no alérgica (ANA) sin poliposis asociada. Se realizaron estudios de 

correlación y contraste y los resultados fueron categorizados en 4 cuadrantes (Q1 a Q4) según los 

niveles de expresión de IL5RA y PTGDR2 (por encima o por debajo de los niveles medios de 

expresión en el grupo control). 

En la tabla 19 se detallan los datos de expresión de IL5RA y PTGDR2 por grupos, así 

como el número de casos y los niveles de eosinófilos en sangre periférica, divididos por los 

cuadrantes presentados en la figura 26. También se presentan los datos de correlación entre la 

expresión de los genes y los eosinófilos. 
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Figura 26. Diagrama de dispersión de las expresiones de IL5RA y PTGDR2. Los cálculos se realizaron mediante el 

método comparativo de ΔΔC. Todos los procedimientos siguieron las recomendaciones de la guía MIQE. Q1: cuadrante 

1 (PTGDR2≤4,62; IL5RA≤6,85); Q2: cuadrante 2 (PTGDR2>4,62; IL5RA≤6,85); Q3: cuadrante 3 (PTGDR2≤4,62; 

IL5RA>6,85); Q4: cuadrante 4 (PTGDR2>4,62; IL5RA>6,85). RSCcPN: rinosinusitis crónica con poliposis nasal; A: 

asma; ANA: asma no alérgica. 

 

El coeficiente de correlación (Pearson, r) entre los niveles de expresión de IL5RA y 

PTGDR2 fue de 0.6 (p<0,001). La correlación fue significativa en todos los grupos de pacientes. 

También fue significativa la correlación de ambos genes con el recuento de eosinófilos, salvo en 

el grupo de RSCcPN s/Asma. Se observó una clara diferencia entre la distribución de controles y 

pacientes entre Q1 (bajos niveles de expresión de ambos genes) y Q4 (altos niveles) (42% vs. 

19% para los controles y 17% vs. 59% en pacientes). La mayor parte de los pacientes con RSCcPN 

s/Asma presentaron niveles altos de IL5RA, pero no de PTGDR2. Los pacientes asmáticos 

presentaron altos niveles de expresión de ambos genes y se distribuyeron de forma similar en Q2, 

Q3 y Q4.
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 Tabla 19. Características fenotípicas de los cuatro cuadrantes 

Q1 (PTGDR2≤4,62; IL5RA≤6,85) 

 n n (%) Sex† Age, y EO IL5RA PTGDR2 

Controles 32 41,56 65,63 59,16±17,35 96,03±66,92 3,37±1,55 2,28±0,91 

Pacientes 19 17,12 57,89 54,53±16,66 298,41±352,73 3,77±1,24 2,73±0,95 

RSCcPN 12 13,04 41,67 57,33±19,1 396,36±405,05 4,1±1,29 2,85±1,07 

RSCcPN s/A 5 20 0 64±14,98 528±501,22 4,99±0,8 3,24±0,85 

RSCcPN c/A 7 10,45 71,43 52,57±21,34 286,67±308,85 3,46±1,21 2,58±1,19 

ANA s/PN 7 36,84 85,71 49,71±10,1 118,83±100,98 3,19±0,99 2,5±0,71 

Q2 (PTGDR2>4,62; IL5RA≤6,85) 

 n n (%) Sex†  Age, y EO IL5RA PTGDR2 

Controles 20 25,97 60 62,45±14,76 110±44,22 3,99±1,79 7,27±1,98 

Pacientes 13 11,71 38,46 50,69±19,72 226,67±143,68 4,77±1,24 8,62±4,81 

RSCcPN 7 7,61 14,29 58,43±21,11 238,57±108,69 4,91±1,53 10,5±5,72 

RSCcPN s/A 0 0 n/a n/a n/a n/a n/a 

RSCcPN c/A 7 10,45 14,29 58,43±21,11 238,57±108,69 4,91±1,53 10,5±5,72 

ANA s/PN 6 31,58 66,67 41,67±14,73 210±196,09 4,61±0,91 6,41±2,32 

Q3 (PTGDR2≤4,62; IL5RA>6,85) 

 n n (%) Sex†  Age, y EO IL5RA PTGDR2 

Controles 10 12,99 80 60,7±15,29 173±60,01 12,39±5,48 2,5±1,37 

Pacientes 14 12,61 42,86 54,5±14,5 298,64±172,14 10,29±3,02 3,28±0,99 

RSCcPN 11 11,96 36,36 48,64±9,51 358,13±157,8 10,64±3,29 3,31±0,96 

RSCcPN s/A 5 20 40 46,2±11,12 331±51,04 10,4±2,78 2,86±0,97 

RSCcPN c/A 6 8,96 33,33 50,67±8,43 403,33±277,55 10,85±3,92 3,68±0,87 

ANA s/PN 3 15,79 66,67 76±5,57 140±95,39 8,99±1,38 3,18±1,33 

Q4 (PTGDR2>4,62; IL5RA>6,85) 

  n n (%) Sex†  Age, y EO IL5RA PTGDR2 

Controles 15 19,48 86,67 52,33±20,89 149,8±93,51 14,38±7,29 7,49±1,64 

Pacientes 65 58,56 49,23 53,33±17,85 564,43±361,84 23,25±17,55 12±7,33 

RSCcPN 62 67,39 46,77 53,87±17,89 583,45±359,44 23,37±17,68 12,13±7,47 

RSCcPN s/A 15 60 40 51,13±21,36 425,38±189,5 15,54±7,21 7,62±2,19 

RSCcPN c/A 47 70,15 48,94 54,76±16,78 629,11±384,79 25,87±19,29 13,57±7,99 

ANA s/PN 3 15,79 100 42,33±15,5 196,67±179,54 20,64±17,76 9,22±2,51 

Correlaciones (Pearson, r) 

  n 
IL5RAvs 

PTGDR2 
IL5RAvsEO PTGDR2vsEO EO IL5RA PTGDR2 

Total 188 0,6 (p<0,05) 0,58 (p<0,05) 0,58 (p<0,05) 309,65±316,1 12,32±13,68 7,16±6,13 

Controles 77 0,26 (p<0,05) 0,44 (p<0,05) 0,12 (p=0,3) 120,59±72,17 6,85±6,13 4,62±2,9 

Pacientes 111 0,58 (p<0,05) 0,51 (p<0,05) 0,52 (p<0,05) 450,57±352,27 16,11±16,02 8,92±7,1 

RSCcPN 92 0,55 (p<0,05) 0,47 (p<0,05) 0,48 (p<0,05) 508,75±354,07 17,93±16,61 9,74±7,42 

RSCcPN s/A 25 0,6 (p<0,05) -0,05 (p=0,83) 0,09 (p=0,68) 427,17±264,86 12,4±7,08 5,79±2,88 

RSCcPN c/A 67 0,52 (p<0,05) 0,51 (p<0,05) 0,5 (p<0,05) 539,51±379,72 19,99±18,61 11,22±8,04 

ANA s/PN 19 0,64 (p<0,05) 0,38 (p=0,13) 0,56 (p<0,05) 163,12±140,35 7,31±8,66 4,9±3,03 

Tabla 19. Características fenotípicas de los cuatro cuadrantes obtenidos al categorizar según las expresiones medias de IL5RA 

y PTGDR2 en el grupo control. Número de casos, porcentaje. Resultados expresados en media±SD. †Sexo femenino (%). 

Contaje de eosinófilos en sangre periférica (EO) expresado en células/µl. Coeficientes de correlación (Pearson) entre los 

genes y con el contaje de eosinófilos (EO). RSCcPN: rinosinusitis crónica con poliposis nasal; A: asma; ANA: asma no 

alérgica. 



  ESTUDIO DE IL5RA COMO BIOMARCADOR GENÉTICO EN POLPOSIS NASAL 

 

 
 

En las pruebas de contraste (tabla 20), los niveles de IL5RA fueron significativamente 

más elevados (p<0,001) en el grupo de RSCcPN s/Asma, mientras que no sucedió así con los de 

PTGDR2 (p=0,072), siendo las medianas de 10,6±6,67 y 5,88±4,43, respectivamente, frente a 

4,77±5,69 y 4±4,9 en los controles. En la comparación del grupo de asma no alérgica sin poliposis 

(ANA s/PN) frente al grupo de los controles, la diferencia de expresión de ambos genes no fue 

significativa (p=0,871 para IL5RA y p=0,67 para PTGDR2). En el resto de los grupos (RSCcPN 

y RSCcPN c/Asma), la elevación de la expresión de ambos genes sí resultó significativa 

(p<0,001). 

En el estudio de contraste del grupo de pacientes con RSCcPN s/Asma frente a RSCcPN 

c/Asma, la elevación de la expresión de PTGDR2 resultó estadísticamente significativa (p=0,001), 

mientras que la de IL5RA no lo fue (p=0,17). 

Tabla 20. Resultados de los estudios de contraste de la expresión de IL5RA y PTGDR2. 

  IL5RA GAPDH PTGDR2 GAPDH 

 n Mediana RIQ  p Mediana RIQ  p 

Controles 77 4,77 5,69 
<0,001 

4 4,9 
<0,001 

Pacientes 111 10 15,8 6,73 6,56 

        

Controles 77 4,77 5,69 
<0,001 

4 4,9 
<0,001 

RSCcPN 92 12 16,1 7,78 7,26 

        

Controles 77 4,77 5,69 
<0,001 

4 4,9 
0,072 

RSCcPN s/Asma 25 10,6 6,67 5,88 4,43 

        

Controles 77 4,77 5,69 
<0,001 

4,00 4,9 
<0,001 

RSCcPN c/Asma 67 16,2 18,7 9 10,1 

        

RSCcPN s/Asma 25 10,6 6,67 
0,17 

5,88 4,43 
0,001 

RSCcPN c/Asma 67 16,2 18,7 9 10,1 

        

Controles 77 4,77 5,69 
0,871 

4 4,9 
0,67 

ANA s/PN 19 4,78 5,05 4,59 3,67 

Diferencias de expresión entre pares de grupos. Test de Kruskal-Wallis (p). Los cálculos se realizaron mediante el 

método comparativo de ΔΔCt. Todos los procedimientos siguieron las recomendaciones de la guía MIQE. n=número 

de casos; Median=mediana; RIQ=Rango intercuartílico.  
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 El rendimiento de ambos biomarcadores fue estudiado mediante curvas ROC, 

estableciendo los valores de los puntos de corte (cut-offs) óptimos mediante el estadístico J de 

Youden. Para IL5RA, el mejor punto de corte coincidió con la media de expresión en los controles 

(6,85; sensibilidad (SE)=0,71, especificidad (ES)=0,68). Para PTGDR2 fue superior a la 

expresión media (9,6; SE=0,32, ES=0,96). Sin embargo, el estadístico de Youden fue algo menor, 

pero similar, con un punto de corte de 4.31 (SE=0,75, ES=0,53), que puede ser más interesante 

en términos de maximizar la sensibilidad, y se aproxima más a la expresión media en el grupo 

control. Mediante un modelo de regresión logística binaria se generó una nueva variable de 

probabilidad predictiva, en la que se consideró la combinación de ambos biomarcadores. Para la 

generación de la nueva variable, se consideró la interacción entre ambos biomarcadores, pero fue 

descartada por pérdida de significancia. El uso de ambos biomarcadores no mejora el AUC, dado 

el modelo de regresión (0,741±0,035). 

 

Figura 27. Representación de curvas ROC para IL5RA (verde), PTGDR2 (violeta) y la combinación de ambas (rojo). 

El área bajo la curva (AUC) más alta corresponde a IL5RA (0,745±0,037).  
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DISCUSIÓN 

 

En el presente estudio se ha analizado si la determinación de la expresión de IL5RA en sangre 

periférica puede constituir un buen marcador para el diagnóstico de una enfermedad que, en 

nuestro ámbito, es fundamentalmente eosinofílica, como es la RSCcPN. En el mismo se ha 

encontrado queUn biomarcador es un indicador mensurable de una enfermedad, de su gravedad 

o de la respuesta al tratamiento184. Se han descrito varios requisitos que debe de cumplir un 

biomarcador ideal185: debe de estar presente en niveles estables en los individuos sin enfermedad; 

debe de tener valores diferentes en los pacientes y en los sujetos sin enfermedad; debe de reflejar 

mecanismos fisiopatológicos subyacentes o tratables; debe de ser fácil de determinar, fiable, 

repetible y barato y, por último, debe de tener valores adecuados de sensibilidad, especificidad, 

valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo negativo (VPN) 

Los motivos para seleccionar la expresión de IL5RA en sangre periférica han sido 

diversos, siempre con la intención de ajustarse a los requisitos antedichos.  

En primer lugar, la fácil accesibilidad a la muestra, la comodidad y el prácticamente nulo 

riesgo que supone para el paciente que supone emplear la sangre periférica. Claramente, supera a 

otras muestras de obtención más complejas, como el esputo inducido en el caso del asma o la 

biopsia en el caso de la RSCcPN. 

En segundo lugar, en lo que concierne a la facilidad de determinar, si bien no es tan 

sencilla ni está tan automatizada como la determinación de eosinófilos en sangre periférica, hoy 

en día las técnicas de expresión de RNA se han simplificado notablemente.186. En tercer lugar, el 

biomarcador elegido se adapta claramente al hecho de reflejar mecanismos etiopatogénicos de la 

RSCcPN. En este sentido, como se ha indicado, en nuestro medio esta enfermedad cursa con 

eosinofilia tisular y en sangre periférica. Además, la IL5 es una citocina esencial en la producción, 

maduración, migración y activación de los eosinófilos6. Por ende, se dispone de un tratamiento 

monoclonal específicamente dirigido con IL-5Rα, el benralizumab, por lo que la determinación 
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de la expresión de este receptor puede tener implicaciones en la respuesta terapéutica a este 

compuesto biológico.  

1.  ANÁLISIS DE LA MUESTRA 

En el presente estudio se ha reunido una muestra importante de pacientes y controles. En 

el caso de los pacientes, se han incluido paciente con RSCcPN, que podían presentar asma o no y 

se han agrupado también según fueran atópicos o no, a fin de evaluar si este aspecto podía originar 

diferencias en la expresión de IL5RA. La mayor parte de los pacientes con RSCcPN presentaba 

asma (71,90%); esta cifra es algo superior a la que suele observarse en estos pacientes (48-

56%)188, pero probablemente guarde relación con el hecho de que nuestro centro es un centro 

terciario, que recoge pacientes con mayor gravedad. En cuanto a los pacientes con asma, el 

porcentaje de pacientes con RSCcPN fue del 72,5%, frente a un 30-45%189,190. No obstante, este 

hecho se debe a que el interés fundamental de este estudio se centra en la RSCcPN. También cabe 

destacar que se obtuvo una muestra de pacientes con RSCcPN sin asma (n=43) y de asma sin 

RSCcPN (n=33) con la finalidad de evaluar la influencia de cada entidad en los niveles de 

expresión de IL5RA. Finalmente, el porcentaje de pacientes con EREA fue del 21,66% de los 

asmáticos, en consonancia con los datos de otras series191. 

 En lo relativo a los pacientes, obviamente, tanto los niveles de eosinofilia como de IgE 

en SP fueron más elevados que en los controles. Este dato es lógico y corrobora la adecuada 

selección de los controles, en los cuales se descartó mediante pruebas cutáneas la existencia de 

atopia, hecho que no suele ser habitual en este tipo de estudios, pues las poblaciones control con 

frecuencia se obtienen de bancos de muestras, donde no suele existir esta caracterización. Por otra 

parte, también se descartó la existencia de antecedentes familiares de atopia, de asma y de 

RSCcPN. Esto supone un valor añadido importante de esta muestra, que podemos calificar como 

de supercontroles hipernormales para las entidades nosológicas del estudio. Este hecho resulta 

crucial a la hora de establecer los valores de normalidad para la expresión de IL5RA. 
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Los niveles de IgE total resultaron más elevados en los pacientes con atopia respecto a los 

individuos no atópicos y a los controles. Este hecho está ampliamente descrito en la literatura y 

lo hemos descrito también en estudios de nuestros grupo. Una mención especial merecen los 

niveles de eosinófilos en SP. Como se ha comentado, fueron más elevados en todos los grupos 

que en los controles. si bien la asociación de las distintas enfermedades (RSCcPN, asma y atopia) 

tendió a presentar niveles más elevados de eosinofilia. En el caso de la RSCcPN y sin asma los 

niveles fueron los menos elevados, lo que probablemente refleje el grado de inflamación.  niveles 

de (p=0,02). Estos aspectos guardan relación con los niveles de expresión de IL5RA y se 

comentará más adelante. 

 

2.  ESTUDIOS DE EXPRESIÓN 

2.1.  Estudio de expresión de IL4R 

No se observaron diferencias estadísticamente significativas en los niveles de expresión de 

IL4R entre los pacientes y los controles. En este sentido, se descartó un posible error en el diseño 

de los oligonucleótidos utilizados, revisando las condiciones de hibridación y el posible 

solapamiento con otras regiones del genoma; el resultado fue que todo había sido correcto. El 

receptor IL-4R es importante en las enfermedades T2, y su bloqueo evita la transmisión de señales 

de la IL-4 y de la IL-13 por lo que está implicado en enfermedades como el asma o la RSCcPN192. 

Por otra parte, se han descrito asociaciones de polimorfismos de IL4R en pacientes asmáticos193 

y elevación de expresión de IL4R en células B, apoyado por estudios transcriptómicos de RNA-

seq194. Los resultados de expresión del actual estudio no parecen arrojar luz sobre una posible 

diferencia significativa de expresión de IL4R en la RSCcPN, con o sin presencia de asma, 

habiéndose obtenido una mayor diferencia de expresión en el caso de IL5RA, y en este caso, 

significativa, como se comentará más adelante. La posible diferencia puede radicar en la selección 

de la población celular, pudiendo estar la expresión de IL4R más limitada a un tipo celular 

concreto y que sea muy baja en sangre periférica. La IL-4 se caracteriza por ejecutar funciones 
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específicas en tipos celulares concretos a través de STAT6. En este sentido, el complejo IL-4/IL-

4Rα se dimeriza con un receptor secundario (IL-2Rγc o IL-13Rα1), cuya expresión varía en 

función del tipo celular, e influye de forma directa en la transmisión de señales de esta citocina208. 

2.2.  Expresión de IL5RA en sangre periférica 

A diferencia de la expresión de IL4R en sangre periférica, la expresión de IL5RA en 

pacientes con RSCcPN presentó diferencias significativas respecto a los controles. En general, 

los niveles medianos fueron prácticamente el doble en el caso de los pacientes con RSCcPN que 

los centrales. Este dato es relevante, puesto que refleja la capacidad del biomarcador elegido para 

distinguir entre pacientes y controles, hecho relevante cuando se busca un biomarcador. Sin 

embargo, desde un punto de vista práctico, en el ámbito clínico, la prueba que se realiza es la 

visualización de los pólipos nasales mediante rinoscopia anterior, endoscopia nasal o pruebas de 

imagen. No obstante, esta circunstancia no invalida en sí la capacidad como biomarcador de la 

expresión de IL5RA en sangre periférica. 

Otro análisis importante es evaluar la capacidad del biomarcador en distintas situaciones 

clínicas, por ejemplo, entidades asociadas como el asma o la alergia respiratoria. En este sentido, 

se han analizado las diferencias en los niveles de expresión en pacientes con asma asociada y sin 

ella, y con atopia y sin ella y en la EREA. En líneas generales, las medianas de expresión fueron 

más elevadas en aquellos grupos que combinaban RSCcPN con asma y/o con atopia, si bien no 

se consiguió obtener diferencias estadísticamente significativas entre los principales grupos (ver 

Resultados 2.2. Expresión de IL4RA e IL5RA en sangre periférica)). No obstante, en el caso de 

los pacientes diagnosticados de asma no alérgica que no presentaban RSCPN, los niveles fueron 

muy cercanos a los de los controles y la p no resultó significativa, si bien estuvo cercana a la 

misma respecto a los controles (p=0,088); este aspecto podría indicar que en este tipo de asma 

(muy probablemente un asma no T2), los niveles de expresión de IL5RA en sangre periférica 

podría ayudar a diferenciar entre asma T2 y no T2. No obstante, es preciso señalar que el tamaño 

muestral  de este grupo fue el menor de todas, y pudiera ser que un incremento del tamaño 
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muestral diera lugar a una significación estadística, aunque los niveles son bastante cercanos a los 

de los controles. 

Un aspecto importante es analizar cómo pueden contribuir las distintas entidades a los 

niveles de expresión de IL5RA en sangre periférica. En hecho de no encontrar diferencias 

estadísticamente significativas entre los niveles de expresión en pacientes RSCcPN con asma y 

sin asma, pero sí entre ambos grupos con los controles, sugiere que el peso de la diferencia de 

expresión en los pacientes con PN pueda no ser debida a la presencia de asma. No se hallaron 

tampoco diferencias significativas entre los niveles de expresión en RSCcPN c/AA y en RSCcPN 

s/ANA, lo que indica también que la presencia de alergia no parece actuar como un factor 

diferencial de la expresión. Hay que destacar también la diferencia en los niveles de expresión 

observada entre los pacientes con PN asociada a asma no alérgica (RSCcPN c/ANA) y aquellos 

con asma no alérgica sin poliposis nasal asociada (ANA s/PN). Esto podría reforzar el hecho de 

que la PN pudiera ser la responsable del aumento de expresión del gen IL5RA. Se obtuvo un valor 

p cercano a la significación (p=0.081). Este dato juega a favor de un mayor peso de la PN en la 

diferencia de expresión, en comparación con el ANA. 

Algunos estudios previos parecen indicar que el gen IL5RA podría tener una implicación 

en el desarrollo de la poliposis nasal en pacientes con ASA tríada o EREA195. La diferencia de 

expresión de IL5RA observada en estos pacientes respecto a los controles es significativa, pese a 

que el tamaño del grupo es pequeño (26 pacientes afectos de EREA). 

El aumento de la expresión de IL5RA sigue patente a pesar de la distribución de la muestra 

a estudio en subgrupos con una n más pequeña, como pueden ser los correspondientes a los 

distintos tipos de aeroalérgenos (ácaros, polen, epitelios) o al número de aeroalérgenos a los que 

el paciente está sensibilizado (grupos mono- o polisensibilizados).  

2.3.  Expresión de IL5RA vs eosinofilia 

Una de las principales cuestiones que sugiere el estudio es que, partiendo de que el 

incremento en los niveles de expresión de IL5RA se ve acompañado en todas las situaciones de 
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un incremento en la concentración de eosinófilos en sangre periférica, que son las células 

sanguíneas donde predominantemente se expresa dicho gen, por lo que se puede plantear si los 

cambios de expresión en IL5RA puedan aportar información añadida a la identificación de los 

pacientes con RSCcPN y ser un biomarcador independiente de los eosinófilos. La determinación 

hematimétrica por citometría de flujo de la concentración de las principales líneas celulares 

sanguíneas es una práctica habitual del día a día en los laboratorios clínicos, con una metodología 

muy accesible y rápida y relativo bajo coste. ¿Cuál es el aporte extra de analizar la expresión de 

un gen por técnicas más complejas y menos accesibles, a priori? 

Ciertamente, existe una correlación entre los niveles de eosinófilos y la expresión de 

IL5RA, ambos en sangre periférica. Sin embargo, esta correlación, aunque significativa, no 

resultó demasiado elevada. Puede darse el escenario de que el incremento de la expresión del gen 

no se deba exclusivamente al aumento del número total de eosinófilos, sino a una mayor ratio de 

expresión por eosinófilo, de ahí que se mantenga la significancia. Una forma de corroborar dicho 

escenario podría ser la realización de estudios de citometría de flujo utilizando el receptor de IL-

5 como marcador, para verificar el verdadero aumento de actividad195. 

Por otra parte, al comparar la expresión de IL5RA con el recuento de eosinófilos (tabla 

15), se puede observar la presencia de algunos casos atípicos, que presentan una elevada expresión 

del gen a pesar de no tener eosinofilia. Es cierto que también ocurre el caso contrario, pacientes 

con altos niveles de eosinófilos y baja expresión de IL5RA, pero la presencia de estos valores 

extremos (outliers) apoya la independencia entre ambas variables, al menos en algunos pacientes, 

es decir, que no necesariamente deban estar correlacionadas en todos los casos. Este aspecto 

puede ser relevante porque se dispone de un fármaco, el benralizumab, dirigido específicamente 

frente a este receptor (ver más adelante). Sería muy estimulante suponer que los pacientes con 

mayor expresión de IL5RA en sangre periférica pudieran responder mejor a este fármaco. Esta es 

una línea que se está explorando en nuestro grupo. De hecho, nuestro grupo ha publicado 

recientemente un estudio que parece avalar la eficacia del benralizumab en función de los niveles 

de expresión de IL5RA, mejorando la FEV1 y las puntuaciones en el test de control del asma 
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(ACT)124. Asimismo, los pacientes tratados veían asociada una depleción en el recuento de 

eosinófilos en sangre periférica (niveles post-tratamiento de 0 a 10 células/µl). En otro estudio 

reciente, por Nakajima y colaboradores139, se identificó un grupo de pacientes super-

respondedores a benralizumab, que presentaron una reducción significativa de la expresión de 

IL5RA post-tratamiento (entre otros genes asociados a inflamación eosinofílica). 

Cabe destacar también la falta de correlación entre la expresión de IL5RA y los eosinófilos 

en el grupo de RSCcPN sin asma (0,18, p=0,333; tabla 15), cuando las diferencias de expresión 

entre este grupo y los controles sí que fueron significativas (p<0,001; tabla 14). En cambio, en el 

grupo de ANA s/PN ocurre lo contrario: la correlación entre IL5RA y eosinófilos fue significativa 

(0,48, p=0,007), mientras que la diferencia de expresión frente a controles no lo fue (p=0,088). 

Esto apoyaría también la independencia entre ambos biomarcadores. 

En la figura 24 de Resultados, podemos observar, en rasgos generales, que niveles 

elevados de eosinofilia se ven acompañados de niveles altos de expresión de IL5RA. Sin embargo, 

hay algunos puntos correspondientes a casos atípicos, como son los que presentan una expresión 

elevada, pero bajo recuento de eosinófilos, y otro en que, a pesar de tener un número elevado de 

eosinófilos, la expresión es similar al de los controles. Estos datos podrían ser interesantes a la 

hora de evaluar la respuesta al benralizumab, teniendo en cuenta los niveles pre y post-tratamiento 

de ambos biomarcadores, y ver cuáles son mejor respondedores. 

Si tanto la eosinofilia como el aumento de expresión de IL5RA ocurren en pacientes con 

RSCcPN, pero si la ratio de expresión por eosinófilo aumenta, la eosinofilia se comportaría, de 

forma relativa, en comparación con la expresión del gen, como un incremento lineal, mientras 

que la expresión lo haría de forma exponencial (a mayor número de eosinófilos totales, se 

incrementaría exponencialmente la expresión de IL5RA).  

La correlación entre IL5RA y los niveles de basófilos en sangre periférica es también 

significativa (tabla 16), ya que el gen también se expresa en basófilos y es lo que cabría esperar, 

a nivel fisiológico. 
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2.4.  Expresión de IL5RA en muestras de tejido 

En el análisis de muestras de tejido polipoideo de pacientes con RSCcPN frente a 

muestras de tejido nasal del cornete inferior de pacientes sin rinosinusitis ni patología polipoidea, 

se observó un aumento de expresión de IL5RA en el tejido polipoideo en algunos grupos de 

pacientes, pero se deben tener en consideración ciertas limitaciones.  

La primera limitación que se debe considerar es el número de muestras de tejido nasal del 

cornete inferior de individuos sin patología polipoidea (n=3) y la selección de dichos controles. 

Las tres muestras de tejido sano no polipoideo fueron obtenidas de pacientes sometidos a una 

cirugía transesfenoidal programada, por una patología hipofisaria concreta, siendo, por lo tanto, 

de naturaleza histológica diferente al tejido polipoideo de los pacientes,   

Las muestras de tejido nasal del cornete inferior se han descrito en otros estudios para 

comparar con el tejido polipoideo196. Se desconocía el grado de infiltración eosinofílica de las 

muestras de tejido, que podría influir directamente en la medición de la expresión de IL5RA. El 

análisis inmunohistoquímico de las distintas muestras, para valorar el grado de eosinofilia tisular, 

junto a la expresión génica, podrían haber generado resultados más concluyentes, pero no se 

contempló dentro del alcance de esta tesis. 

La comparación entre los pacientes con poliposis nasal asociada al asma alérgica 

(RSCcPN c/AA) y con poliposis asociada a asma no alérgica (RSCcPN c/ANA), se aproximaron 

a alcanzar la significación estadística, siendo mayores los niveles de expresión en el grupo de 

RSCcPN c/ANA. De nuevo, es necesario indicar el limitado número de casos 

Las muestras de tejido polipoideo pueden estar sesgadas por interferencias debidas a la 

mayor o menor presencia de irrigación en el pólipo, pudiendo aportar resultados falsamente 

elevados en caso de que la aportación de la concentración de eosinofilia tisular en la muestra a 

estudio sea mayor en un caso que en otro. Para mitigar estos posibles errores, sería interesante la 

realización paralela de estudios inmunohistoquímicos para evaluar el grado de infiltración 

eosinofílica de cada muestra antes de analizarla, así como poder evaluar de forma histológica el 
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marcaje de la subunidad α del receptor de IL-5197. La eosinofilia en tejido nasal en pacientes con 

RSCcPN con asma asociada ha sido descrita, así como la presencia de niveles elevados de IgE, 

en comparación con la RSCcPN sin asma, como cabría esperar de una respuesta inflamatoria 

excesiva tipo 2198. 

En cuanto a las diferencias significativas entre la expresión de IL4R normalizada frente a 

TBP, no se pueden extraer conclusiones claras. La baja expresión de IL4R frente a TBP en los tres 

controles puede estar sesgada por el número de pacientes. O quizás sí pudiera ser representativa 

del tipo de muestra y no podamos considerar a TBP como gen constitutivo para muestras de tejido 

nasal, ya que, al contrario que con TBP, las diferencias de expresión de IL4R frente a GAPDH no 

fueron significativas. 

2.5.  Co-expresión de IL5RA y PTGDR2 

A partir de los resultados del estudio comparativo entre IL5RA y PTGDR2, la expresión 

tanto de un gen como del otro podrían jugar un papel clave como biomarcadores de la RSCcPN. 

Ambos se encuentran sobreexpresados en la poliposis nasal y los niveles están correlacionados 

con el aumento de eosinófilos en sangre periférica. En la figura 26 de Resultados, se observan 

niveles altos de expresión de IL5RA en pacientes con RSCcPN sin asma, pero los niveles de 

expresión de PTGDR2 no se elevan por igual, presentando IL5RA una aparente asociación mayor 

con la PN más que con el asma. Sin embargo, muchos pacientes con ANA s/PN presentan niveles 

elevados de PTGDR2, pero no así de IL5RA, pudiendo sugerir una relación mayor de PTGDR2 

con el asma. La diferencia de patrones de co-expresión de ambos genes en RSCcPN con o sin 

asma asociada, y la independencia de los eosinófilos en el grupo de RSCcPN sin asma, podría ser 

interesante a la hora de categorizar a los pacientes, utilizando uno u otro biomarcador o el uso 

simultáneo de ambos. 

Por otro lado, las diferencias de expresión de IL5RA siguen siendo significativas entre el 

grupo de RSCcPN s/Asma y los controles, pero no se observa una correlación entre la expresión 
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del gen y los eosinófilos, apoyando de nuevo la posibilidad de que ambos biomarcadores no 

tengan por qué estar siempre relacionados. 

La combinación de ambas variables como método de cribado combinado, no aporta una 

mayor AUC que la utilización de la expresión de los dos genes por separado (figura 27). Se puede 

observar también en los resultados de expresión (tabla 20), que mientras IL5RA distingue mejor 

que PTGDR2 a los pacientes con RSCcPN sin asma asociada de los controles, PTGDR2 hace lo 

propio para diferenciar a los pacientes con RSCcPN con y sin asma asociada, debido a la menor 

expresión del gen en estos últimos pacientes. De aquí se podría derivar la idea de que PTGDR2 

es más dependiente del asma, como parecen indicar estudios transcriptómicos de RNA-seq173, 

mientras que IL5RA podría tener una mayor especificidad a la hora de distinguir la RSCcPN. 

Serían necesarios estudios en mayor profundidad, con un mayor número de pacientes en cada 

subgrupo, para poder llegar a una conclusión más clara. 

 

3. PRESENTE Y FUTURO DE LA MEDICINA DE PRECISIÓN EN LA RSCcPN 

 La medicina de precisión tiene como objetivo el manejo personalizado de cada paciente 

de la forma óptima, según el momento, las condiciones específicas y la presentación de su 

patología, así como de su estilo de vida, condiciones ambientales y perfil genético. Se conoce 

también por sus 4 P: Personalización del manejo clínico del paciente, Predicción de la evolución 

natural de la enfermedad, Prevención primaria, secundaria y terciaria y Participación y adherencia 

del paciente al plan terapéutico para obtener la mayor eficacia del tratamiento199. 

 La práctica de la medicina personalizada se ha aplicado los últimos años a una variedad 

de enfermedades respiratorias, entre las que se encuentran el asma o la alergia, y ahora comienza 

su empleo en el tratamiento de la rinosinusitis crónica200. La búsqueda de biomarcadores en RSC, 

como podrían ser los cambios de perfiles de expresión génica según el endotipo de la enfermedad, 

pueden ayudar a llevar a cabo este tratamiento más personalizado, acotando más los espectros de 

pacientes que se beneficiarían de cada tipo determinado de actitud terapéutica. El desarrollo en 
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los últimos años de terapias biológicas en el campo de la inmunoalergia ofrece un nuevo abanico 

de posibilidades para el tratamiento de patologías como el asma o la RSCcPN. 

 El dupilumab se encuentra actualmente aprobado para el tratamiento de la RSCcPN201, 

siendo la primera terapia biológica aprobada para el tratamiento de adultos con control inadecuado 

de la RSCcPN, tanto en la Unión Europea como en los Estados Unidos. Un anticuerpo monoclonal 

dirigido contra la subunidad α del receptor de IL-4 (IL-4Rα). Los resultados del presente estudio 

no han demostrado una diferencia de expresión significativa en los niveles de IL4RA entre 

pacientes y controles. Sin embargo, su utilidad en la reducción de la sintomatología, en la 

opacificación de senos paranasales, y la mejoría clínica y de scores de calidad de vida de los 

pacientes con RSCcPN han sido demostrados202, junto a la necesidad reducida de uso de 

corticoesteroides y cirugía sinonasal. Otros fármacos biológicos que han estado recientemente en 

ensayo clínico para el tratamiento de la RSCcPN, como ya se mencionó anteriormente, son 

mepolizumab, omalizumab140 y fevipiprant. 

 El omalizumab ha demostrado seguridad y eficacia en el tratamiento de la RSCcPN 

después de 52 semanas de tratamiento203, mejorando las puntuaciones en calidad de vida (QoL), 

sugiriendo incluso un beneficio mayor conforme se prolonga el tratamiento (52 semanas frente a 

24) y una menor necesidad de cirugía nasosinusal en el futuro. Se destaca su papel en casos 

refractarios a tratamiento corticoideo, así como aquellos pacientes con comorbilidad de asma 

grave. 

 Los resultados recientes del ensayo SYNAPSE con el mepolizumab204 han resultado 

también esperanzadores para la calidad de vida de los pacientes con RSCcPN, en comparación 

con el placebo, siendo más eficaz en pacientes que asociaban asma o EREA, pero con una 

tendencia similar en aquellos individuos sin comorbilidades. 

 El caso del fevipiprant ya se ha comentado previamente. A pesar de no haberse cumplido 

los objetivos establecidos, no se cierran las puertas a evaluar su eficacia en grupos de pacientes 
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más concretos, como puede ser el caso de la EREA, que todavía requiere de ensayos clínicos más 

dirigidos con fármacos biológicos. 

 El tratamiento con benralizumab parece tener una proyección futura en la RSCcPN, al 

igual que lo está teniendo en la actualidad con el asma205,206. A partir de los hallazgos en los 

últimos años de la efectividad del benralizumab en el tratamiento del asma y, teniendo en cuenta 

los factores inflamatorios compartidos entre el asma y la RSCcPN, así como de las características 

clínicas comunes en los individuos que padecen de dichas condiciones, con términos de 

comorbilidad incluidos, y que son muy frecuentes (poliposis nasal asociada a asma), la decisión 

de estudiar la posible sobreexpresión de IL5RA en pacientes con RSCcPN era lógica y necesaria. 

Es por ello por lo que se llevó a cabo este estudio.  

 El ensayo OSTRO con el benralizumab en pacientes con RSCcPN, ha demostrado 

seguridad y tolerabilidad, y mejoría clínica en términos de reducción de obstrucción nasal u olfato, 

en comparación con el placebo167. Sin embargo, no se obtuvieron diferencias significativas en 

otros aspectos, como en el tiempo hasta la primera cirugía de PN o en la necesidad del uso de 

corticoides sistémicos. 

 En una revisión sistemática y metanálisis207, en la que se han comparado las eficacias de 

los distintos biológicos en la RSCcPN, el benralizumab ha sido beneficioso, pero no tanto como 

el mepolizumab o el omalizumab 

La demostración de que IL5RA se encuentra sobreexpresado en la poliposis nasal puede 

aportar una base al tratamiento de la RSCcPN con nuevas terapias biológicas anti-IL-5R-α, cuya 

efectividad se ha estado valorando en los últimos años mediante ensayos clínicos concretos141,142, 

con resultados que demuestran la eficacia en términos de reducción de tamaño del pólipo, su 

ocupación de senos paranasales y la mejoría de síntomas y capacidad olfativa. El papel que puede 

jugar IL5RA como biomarcador y como diana terapéutica de la RSCcPN queda apoyado por los 

presentes resultados.  
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Serán necesarios más estudios en los próximos años que ayuden a identificar posibles 

rasgos genéticos individuales o complejos que determinen la susceptibilidad a la RSCcPN, la 

evolución de la enfermedad o la respuesta al tratamiento médico o quirúrgico16. De la misma 

forma, la evaluación de la eficacia de benralizumab debe estar planteada con subgrupos de 

pacientes bien diferenciados, en los que se tenga en cuenta la distinta respuesta que puedan tener 

individuos con o sin asma asociada, atópicos y no atópicos, con y sin hábitos tóxicos asociados, 

en un contexto o no de EREA y en función de la edad, la progresión de la enfermedad o la 

refractariedad a otros tratamientos. La naturaleza multifactorial de entidades como la RSCcPN no 

debe ser vista como un obstáculo y la solución no ha de ser necesariamente elusiva, ya que puede 

ser explotada mediante el estudio de modelos predictivos basados en data-mining y machine 

learning, integrando todos los posibles componentes y su interacción, así como su relación con la 

respuesta al tratamiento farmacológico. 

Es necesario siempre estudiar cada caso y valorar la relación coste-efectividad, así como 

la seguridad a largo plazo del tratamiento con fármacos biológicos. De esta manera, la 

personalización del manejo clínico y la individualización de cada caso concreto nos permitirá 

obtener el tratamiento óptimo para cada paciente, en aras de una nueva era farmacogenética 

basada en la medicina de precisión. 
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CONCLUSIONES 

 

PRIMERA. Los pacientes con poliposis nasal presentan niveles elevados de expresión del 

gen IL5RA en sangre periférica respecto a los controles, lo que apoya su uso como biomarcador 

para distinguir pacientes con poliposis nasal de aquellos que no la padecen. 

 

SEGUNDA. La determinación de la expresión de IL5RA en sangre periférica es un método 

sencillo, reproducible, accesible, escasamente invasivo y de relativo bajo coste, lo que, unido al 

hecho de discriminar entre pacientes y controles y de reflejar mecanismos etiopatogénicos 

subyacentes en la poliposis nasal, hace que reúna las características adecuadas para ser un 

biomarcador. 

 

TERCERA. La expresión de IL5RA en sangre periférica no discrimina entre distintos fenotipos 

de la enfermedad, salvo en el caso del asma no alérgica sin poliposis nasal. Sin embargo, se 

observa una población de pacientes con discordancia entre los niveles de expresión de IL5RA y 

los niveles de eosinófilos en sangre periférica, lo que, dentro de un contexto de medicina de 

precisión, podría aportar información adicional que permita seleccionar pacientes que de otro 

modo no podrían beneficiarse de un determinado tratamiento. 

 

CUARTA. El estudio en muestras de tejido polipoideo requiere mayor complejidad, en cuanto al 

diseño experimental; además, en nuestra muestra no fue de utilidad para discriminar entre 

pacientes y controles, si bien en la mayoría de las comparaciones, los niveles de expresión de 

IL5RA resultaron superiores en los pacientes, lo que induce a pensar que puede ser un problema 

de tamaño muestral. No parece existir correlación con los niveles de expresión en sangre 

periférica, si bien se observan discrepancias notables en algunos pacientes, por lo que son 

necesarios más estudios en este sentido. 

 

QUINTA. Se obtuvo una correlación significativa entre la expresión de IL5RA y otros posibles 

marcadores de la rinosinusitis crónica, como la expresión de PTGDR2 o la eosinofilia en sangre 

periférica. Los pacientes con asma tendieron a presentar niveles más elevados de expresión de 

PTGDR que los pacientes con poliposis nasal. De nuevo, el estudio de los distintos patrones de 

expresión individual de los pacientes podría aportar información relevante a la hora de aplicar 

una terapéutica basada en la medicina de precisión. 
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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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