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TiTULO

INFLUENCIA GENETICA EN LA RESPUESTA A TERAPIAS BIOLOGICAS EN PACIENTES CON ASMA
GRAVE NO CONTROLADA

INTRODUCCION

El asma es una enfermedad inflamatoria crénica y heterogénea de las vias respiratorias con una
alta incidencia a nivel mundial, que se caracteriza por una obstruccion variable del flujo aéreo,
total o parcialmente reversible, e hiperreactividad bronquial, que se traduce en episodios
recurrentes de disnea, sibilancias y exacerbaciones. La mayoria de los pacientes con asma
pueden controlar sus sintomas con un estandar basico de atencion médica y medicacién. Sin
embargo, el asma grave no controlada (AGNC) ya representa mds del 25% de los casos de asma
grave. El diagndstico y tratamiento temprano en el AGNC son fundamentales para evitar un
deterioro de las capacidades fisicas del paciente, que va ligado a una disminucién en la calidad
de vida. Las opciones de tratamiento mas prometedoras han surgido en las ultimas décadas con
la introduccion de las terapias bioldgicas (TBs). Omalizumab es un anticuerpo monoclonal
humanizado que se une selectivamente a la IgE y evita que esta se una al receptor FceRl en
basdfilos y mastocitos, lo que reduce la cantidad de IgE libre disponible para desencadenar la
cascada alérgica. Mepolizumab y benralizumab son anticuerpos monoclonales humanizados,
qgue actuan respectivamente contra la IL-5 y su receptor (IL-5R), inhibiendo selectiva y
eficazmente la cascada eosinofilica, y por consiguiente la inflamacion. La eficacia y seguridad de
estas terapias ha sido ampliamente demostrada en multiples ensayos clinicos aleatorios (ECA).
No obstante, las condiciones de los ECA no reflejan las situaciones que se dan en la practica
clinica habitual y existe una gran variabilidad interindividual entre los individuos candidatos a
estas TBs. La busqueda de biomarcadores de respuesta a las terapias bioldgicas es uno de los
grandes reclamos de la medicina. Estudios previos han revelado la asociacién de diferentes
variables clinicas (IgE, eosindfilos, corticoides, exacerbaciones, FEV1) como biomarcadores de
respuesta. Sin embargo, hasta el momento no se han estudiado marcadores genéticos de
respuesta a estas TBs, como pueden ser los genes IL1RL1, IL5, GATA2, IKZF2, RAD50, C3, FCER1A,
FCER1B, FCGR2A, FCGR2By FCGR3A, fuertemente asociados a la patologia asmatica e implicados
en el mecanismo de accion de estas terapias, de manera que la presencia de polimorfismos en

estos genes podria modificar la afinidad y funcionalidad del anticuerpo en el organismo.
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HIPOTESIS

Los marcadores clinicos, sociodemograficos y genéticos podrian actuar como predictores de
respuesta al tratamiento con omalizumab, mepolizumab y benralizumab en pacientes

diagnosticados de asma grave no controlada.
OBIJETIVOS

Evaluar la influencia de los polimorfismos de nucleétido Unico (SNPs) en los genes ILIRL1, IL5,
GATA2, IKZF2, RAD50, C3, FCER1A, FCER1B, FCGR2A, FCGR2B y FCGR3A, factores clinicos y
bioquimicos, como marcadores predictores de la respuesta al tratamiento con omalizumab,
mepolizumab y benralizumab tras 12 meses, en pacientes diagnosticados de asma grave no

controlada.
Objetivo principal
Objetivos especificos

e Determinar los SNPs rs1420101 (/LIRL1), rs17026974 (IL1RL1), rs1921622 (/L1RL1),
rs4143832 (/L5), rs17690122 (/L5), rs4857855 (GATA2), rs12619285 (/KZF2), rs11739623
(RAD50), rs4705959 (RAD50), rs2251746 (FCER1A), rs2427837 (FCER1A), rs1441586
(FCER1B), rs573790 (FCER1B), rs1054485 (FCER1B), rs2230199 (C3), rs1801274
(FCGR2A), rs3219018 (FCGR2B), rs1050501 (FCGR2B), rs10127939 (FCGR3A) y rs396991
(FCGR3A) en pacientes tratados con omalizumab, mepolizumab y benralizumab.

e Medir la efectividad de omalizumab, mepolizumab y benralizumab segln la respuesta
satisfactoria a la reduccion de glucocorticoides orales (GCO), reduccion de
exacerbaciones y mejora de la funcidon pulmonar, a 12 meses desde el inicio del
tratamiento, en los pacientes con asma grave no controlada.

e Evaluarlainfluencia de las variables independientes: sexo, edad de diagndstico de asma,
edad de inicio de tratamiento de la terapia bioldgica, afios con asma, duracién de la TB,
tabaquismo, IMC, enfermedad respiratoria previa, poliposis, alergias, enfermedad
pulmonar obstructiva crénica (EPOC), enfermedad por reflujo gastroesofagico (ERGE),
SAHS (sindrome de apnea-hipopneas del suefio), dosis de glucocorticoides in halados
(GCl), ciclos de GCO durante el afio previo a la TB, %FEV1, exacerbaciones durante el
afio previo, recuento de eosinéfilos en sangre, IgE y TB previa; con la efectividad del
tratamiento, es decir, respuesta a la reduccidn de GCO, reduccién de exacerbaciones y
mejora de la funcidn pulmonar, tras 12 meses desde el inicio de omalizumab,

mepolizumab o benralizumab.
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e Evaluar la asociacidn existente entre los genotipos obtenidos de los SNPs analizados y
los parametros determinantes de la efectividad del tratamiento con omalizumab,

mepolizumab y benralizumab.
MATERIAL Y METODOS

Se realizd un estudio de cohortes retrospectivo, que incluyd 282 pacientes diagnosticados de
asma grave no controlada y en tratamiento con omalizumab, mepolizumab o benralizumab,
durante un tiempo de al menos 12 meses, llevado a cabo en el Hospital Universitario Virgen de

las Nieves de Granada (HUVN).

Las variables clinicas, sociodemogréficas y bioquimicas se obtuvieron a partir de la revisién de
las historias clinicas de los pacientes y entrevistas personales. Se evaluaron tres tipos de
respuesta: menor uso de corticosteroides orales, mejora de la funcién pulmonar y reduccién de
las exacerbaciones. Las muestras de ADN se recogieron a través de hisopo bucal y se extrajeron
utilizando un kit de extraccién de ADN de saliva. Los polimorfismos que se analizaron fueron los
siguientes: rs1420101 (/LIRL1), rs17026974 (IL1RL1), rs1921622 (/L1RL1), rs4143832 (IL5),
rs17690122 (IL5), rs4857855 (GATA2), rs12619285 (IKZF2), rs11739623 (RAD50), rs4705959
(RAD50), rs2251746 (FCER1A), rs2427837 (FCER1A), rs1441586 (FCER1B), rs573790 (FCER1B),
rs1054485 (FCER1B), rs2230199 (C3), rs1801274 (FCGR2A), rs3219018 (FCGR2B), rs1050501
(FCGR2B), rs10127939 (FCGR3A) y rs396991 (FCGR3A). La técnica utilizada para la determinacion

de los genotipos fue PCR a tiempo real utilizando sondas TagMan™.

Se evalud la mejora clinica en vida real y la asociacion de los polimorfismos, las variables clinicas
y sociodemograficas con la respuesta a la terapia con omalizumab, mepolizumab vy
benralizumab, tras 12 meses de tratamiento a través del software R4.2.0. aplicando los métodos

estadisticos correspondientes para cada tipo de asociacion.
RESULTADOS

Tras 12 meses de tratamiento, se recogieron mejoras significativas de la funcion pulmonar vy el
control de asma, y se redujeron los niveles de eosinéfilos en sangre para las tres terapias
bioldgicas (p<0.05). Se encontraron reducciones significativas en el nimero de exacerbaciones

y el uso de corticosteroides orales para mepolizumab y benralizumab (p<0.001).

En cuanto a los marcadores clinicos predictores de respuesta, para omalizumab se observé que
los parametros asociados con el efecto ahorrador de glucocorticoides orales fueron las
puntuaciones bajas en el Test de Control del Asma (OR=0.74; 1Cs5%=0.53-0.97; p=0.045); con la

mejora de la funcién pulmonar se relacionaron los niveles previos de FEV1 mas bajos y la
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ausencia de EPOC (OR=0.93; ICo5%=0.90-0.96; p<0.001 y OR=34.26; 1C95%=5.20-395.88; p=0.001,
respectivamente); y con la reduccidn de exacerbaciones, los valores previos de FEV1 superiores
al 80% y la ausencia de ERGE (OR=3.08; ICss%=1.09-8.77; p=0.033 y OR=3.24; 1Cos%=1.06-12.23;
p=0.054). Para mepolizumab y benralizumab, los marcadores asociados con el efecto ahorrador
de corticosteroides fueron las dosis bajas GCl y la ausencia de exacerbaciones en el caso de
mepolizumab (OR=0.99; 1Cs5%=0.99-0.99; p=0.037 y OR=0.47; 1Ces5%=0.33-0.7; p<0.001); y la
mayor eosinofilia en sangre, el menor nimero de ciclos de GCO y el sexo femenino en el caso
de benralizumab (OR=0.1.01; 1Ces%=1-1.01; p=0.019, OR=0.74; [Ces%=0.52-0.93; p=0.028 y
OR=5.20; 1Cg5%=1.34-23.58; p=0.002, respectivamente). La mejora de la funcidén pulmonar en
ambas terapias se relaciond con niveles previos mas bajos de FEV1 (OR=0.89; 1Co5%,=0.84-0.93;
p<0.001; mepolizumab y OR=0.96; |Cs5%=0.92-0.98; p=0.007; benralizumab) y ausencia de SAHS
en mepolizumab (OR=14.44; 1Cy5%=2.05-146.15; p=0.013). Los predictores para la reduccién de
exacerbaciones fueron el menor nimero de exacerbacidn en el afio previo para mepolizumab
(OR=0.14; 1C95%=0.01-0.82; p=0.041) y los nunca fumadores para benralizumab (OR=2.89;
ICos%=1.89-4.30; p=0.011).

La realizacién del analisis multivariante entre las variantes genéticas y las respuestas
terapéuticas mostré que en omalizumab la mejora de la funcidon pulmonar se relacionaba con
los portadores de los alelos FCGR2B rs3219018-C (OR=8.6; C195%=1.12-117.15; p=0.052), GATA2
rs4857855-T (OR=15.98; Cl95%=1.52-519.57; p=0.052) y FCGR2A rs1801274-G (OR=13.75;
Cl195%=2.14-142.68; p=0.012; AG vs AA y OR=7.46; C195%=0.94-89.12; p=0.076; GG vs AA) y la
reduccion de exacerbaciones con los portadores de los genotipos ILIRL1 rs17026974-AG
(OR=19.07; CI95%= 1.27-547; p=0.040) y ILIRL1 rs17026974-GG (OR=16.76; CI95%= 1.22-
438.76; p=0.041). No se encontraron asociaciones estadisticamente significativas entre los SNPs
y la reduccion de GCO para omalizumab. Respecto a mepolizumab y benralizumab, la reduccién
de GCO se asocid con los genotipos FCERIB rs569108-AA (OR=66.26; CI95%=2.05-273.71;
p=0.056) y FCGR2A rs1801274-GG (OR=187.69; Cl95%=6.14-2310.39; p=0.011) en pacientes
tratados con benralizumab. La mejora de la funcidon pulmonar mostré asociacion con el alelo
FCER1A rs2427837-A (OR=5.29; CI95%=1.4-23.31; p=0.023) en el tratamiento con mepolizumab;
y con el genotipo IKZF2 rs12619285-AA (OR=9.37; CI95%=1.16-173.06; p=0.065) y el alelo
FCER1B rs1441586-C (OR=290.21; CI95%=7.13-464.67; p=0.014; CC vs TT y OR=46.08;
Cl95%=2.88-215.17; p=0.02; CT vs TT) en benralizumab. La reduccién de exacerbaciones en
mepolizumab mostrd asociacion con los portadores del alelo FCER1B rs1054485-T (OR=5.33;

Cl95%=1.06-30.02; p=0.042) y en benralizumab no se encontraron asociaciones.

CONCLUSIONES
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El tratamiento con omalizumab durante 12 meses derivd en mejoras significativas de la
funcién pulmonar, control de la sintomatologia del asma y reduccién de los niveles de

eosindfilos en sangre.

El tratamiento con mepolizumab durante 12 meses logré mejoras significativas de la
funcidén pulmonar, control de la sintomatologia del asma y una reduccidn de los niveles

de eosindfilos en sangre, nUmero de exacerbaciones y uso de GCO.

El tratamiento con benralizumab durante 12 meses logré mejoras significativas de la
funcién pulmonar, control de la sintomatologia del asma y una reduccidn de los niveles

de eosindfilos en sangre, nUmero de exacerbaciones y uso de GCO.

Las puntuaciones bajas de ACT fueron el predictor clinico de respuesta satisfactoria a la

reduccién de GCO con omalizumab.

Los niveles previos mas bajos de FEV1 y la ausencia de EPOC resultaron predictores

clinicos de la mejora de la funcién pulmonar con omalizumab.

Los valores previos de FEV1 > 80% y la ausencia de ERGE actuaron como predictores

clinicos de respuesta satisfactoria a la reduccién de exacerbaciones con omalizumab.

Las dosis bajas de GCl y la ausencia de exacerbaciones resultaron ser predictores clinicos

de la respuesta favorable a la reduccion de GCO con mepolizumab.

Los niveles previos mas bajos de FEV1 y la ausencia de SAHS resultaron predictores

clinicos de la mejora de la funcién pulmonar con mepolizumab.

El menor nimero de exacerbaciones en el afio previo actué como predictor clinico de

respuesta favorable a la reduccion de exacerbaciones con mepolizumab.

El sexo femenino, la mayor eosinofilia en sangre y el menor nimero de los ciclos de GCO
previos resultaron ser predictores clinicos de la respuesta satisfactoria a la reduccién de

GCO en benralizumab.

Los niveles previos mas bajos de FEV1 resultaron predictores clinicos de la mejora de la

funcién pulmonar en benralizumab.

La ausencia de habito tabaquico a lo largo de la vida resulto ser el predictor clinico de la

respuesta favorable a la reduccién de exacerbaciones con benralizumab.

Los alelos FCGR2B rs3219018-C, GATA2 rs4857855-T y el genotipo FCGR2A rs1801274-

AG se asociaron con la mejora de la funcién pulmonar en omalizumab.
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Se observd una tendencia entre el genotipo FCGR2A rs1801274-GG y la mejora de la

funcién pulmonar en omalizumab

Los genotipos ILIRL1 rs17026974-AGy IL1RL1 rs17026974-GG mostraron una asociacién

con la respuesta satisfactoria a la reduccion de exacerbaciones en omalizumab.

El alelo FCER1A rs2427837-A mostrd asociacion con la mejora de la funcién pulmonar

en mepolizumab.

El alelo FCER1B rs1054485-T se mostré como predictor de respuesta satisfactoria a la

reduccion de exacerbaciones en mepolizumab.

Los genotipos FCERIB rs569108-AA y FCGR2A rs1801274-GG se vincularon con la

respuesta favorable a la reduccién de GCO en benralizumab.

El alelo FCER1B rs1441586-C mostrd una asociacién con la mejora de la funcién

pulmonar en benralizumab.

Se encontré una tendencia entre el genotipo IKZF2 rs12619285-AA y mejora de la

funcién pulmonar en benralizumab.
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1. INTRODUCCION
1.1. Asma: definicion

La Guia Espafiola para el Manejo del Asma (GEMA) define el asma como una patologia que
incluye diversos fenotipos clinicos con manifestaciones clinicas similares, pero de etiologias
probablemente diferentes. El asma es una enfermedad inflamatoria crénica y heterogénea de
las vias respiratorias, en la que participan diferentes células y mediadores de la inflamacion,
condicionada en parte por factores genéticos. Se caracteriza por una obstruccién variable del
flujo aéreo, total o parcialmente reversible, mediante medicacion o de forma espontdnea, e
hiperreactividad bronquial, que se traduce en episodios recurrentes de disnea, sibilancias y

exacerbaciones; variando su gravedad en funcién del paciente [1].

El asma grave incluye tanto a pacientes controlados como no controlados y se caracteriza por
requerimientos de multiples farmacos y a elevadas dosis para su tratamiento y control (escalén

5-6 GEMA y 5 de la Global Iniciative for Asthma -GINA) [2,3].

El asma grave no controlada (AGNC) hace referencia a la enfermedad asmatica, que a pesar de
tratarse con combinaciones de glucocorticoides inhalados y agonista b2 adrenérgicos de accién
larga (GCI/LABA), a dosis elevadas en el Ultimo afio, o corticoides orales durante seis meses del

mismo periodo, permanece mal controlada [4].

1.2. Epidemiologia del asma

1.2.1 Prevalencia, incidencia y mortalidad del asma

El asma constituye un problema de transcendencia global, siendo una de las afecciones médicas
mas graves que afecta a todos los grupos de edad. El Global Burden of Disease 2015, presentaba
estimaciones sobre el aumento de la prevalencia en todo el mundo, desde 1990 a 2015, en un
12.6% y una disminucion del 59% de la mortalidad en ese mismo periodo [5]. El aumento de la
prevalencia se asocia primordialmente a mujeres y personas de mediana edad y se atribuye a

un incremento del asma alérgica [6].

Estimaciones de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) de 2019 revelan que 235 millones
de personas se encuentran afectadas por esta enfermedad. Se trata de una de las principales
enfermedades no transmisibles, cuyo diagndstico y tratamiento es insuficiente, convirtiéndose
asi en un problema de salud publica independiente del nivel de desarrollo econdémico y

estructural del pais [7]. Entre los problemas respiratorios es uno de los trastornos de crecimiento
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gue mas rapido ha victimizado a un tercio de la poblacién mundial, y cerca de 2.5 millones de

pacientes mueren cada ano resultado de exacerbaciones descontroladas [8,9].

La mayoria de las personas afectadas por asma pueden controlar sus sintomas mediante un
estandar basico de atencion y medicamentos llevando una buena calidad de vida (CV), pero a
pesar de la existencia de fdrmacos disponibles y efectivos, asi como de directrices uniformes
para su control, entre el 5% y el 10% de los pacientes sufren asma grave, lo que hace que
mantener este control sea un desafio permanente [4]. Estos datos junto con estudios europeos
de los ultimos afios muestran que mas de un 50% de los pacientes con asma no estdn
controlados [10]. Los pacientes con asma grave requieren generalmente de tratamientos
regulares con corticoesteroides inhalados en altas dosis, ademas de un segundo regulador y/o
corticoesteroides orales durante el 50% del afio para controlar su afeccién [4]. Sin embargo,
existe un subconjunto de pacientes con una enfermedad no controlada caracterizada por
exacerbaciones frecuentes, disminucién de la funcién pulmonar y una reduccién de la calidad

de vida relacionada con la salud (CVRS) [11].

1.2.2 Factores de riesgo del asma

El asma es una enfermedad compleja en la que intervienen factores inmunitarios, infecciosos,
endocrinos, ambientales, genéticos y psicoldgicos, cuya intensidad puede variar en cada
individuo. La identificacién de los factores de riesgo que afectan a esta patologia puede proteger

o facilitar el control del asma.

e Factores de riesgo genéticos. Existe evidencia suficiente para firmar que el asma
presenta determinantes genéticos. En la herencia genética se postula que pueden
intervenir diferentes genes, que determinaran la herencia, forma de presentacién del
asma y severidad. Se postula que entre el 35% y el 95% de la variabilidad del fenotipo
es debido a la heredabilidad genética [12]. Entre los genes relacionados con el asma que
se han clonado posicionalmente repetidas veces se encuentran: ADAM33, DPP10,
PHF11, NPSR1, HLA-G, CYFIP2, IRAK3 y OPN3 [12]. Ademas, estudios de andlisis del
genoma completo (GWAS - Genome Wide Association Approaches), han encontrado
mas de 100 genes candidatos asociados con el asma y sus fenotipos. Estos genes y loci
estan catalogados en una base de datos publica de resultados de GWAS [13,14].
También se ha contrastado, la influencia genética en factores relacionados con el asma
como son la atopia, hiperreactividad bronquial y remodelacion de la via aérea.

e Factores de riesgo ambientales. La urbanizacién y la contaminacién del aire, cargado de

ozono, didxido de azufre, éxido de nitrégeno y particulas, se han relacionado con el
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desarrollo de asma y presencia de exacerbaciones. Estos contaminantes podrian
producir dano oxidativo que estimula la remodelacion de las vias respiratorias y
aumento de la inflamacién y sensibilizaciéon a alergenos [15,16]. Hay estudios que
demuestran que los pacientes asmaticos expuestos a contaminacion de aire tiene una
funcién pulmonar mas baja, mayor necesidad de medicacion de recate y una mayor tasa
de visitas a urgencias y hospitalizaciéon [17,18]. Otros factores de riesgo analizados,
como aquellos relacionados con la alimentacidn, el sistema endocrino o el microbioma
gastrointestinal y respiratorio han mostrado asociaciones claras con el desarrollo de
asma. La lactancia materna y niveles elevados de vitamina D podrian tener un efecto
protector frente al desarrollo de la enfermedad [19].

Factores sociodemogrdficos. La prevalencia del asma varia en funcién del sexo a lo largo
del tiempo. La prevalencia de asma en nifios varones menores de 13 afios es del 65%,
sin embargo, en mujeres adultas, es de un 65% en comparacion con los hombres. Este
cambio en la prevalencia del asma en hombres y en mujeres, sugiere que el factor
hormonal juega un papel importante. Otros factores de riesgo asociados con una mayor
prevalencia de asma son el trastorno por déficit de atencidn/hiperactividad, la ubicacidn
geografica, el nivel socioecondmico, las exposiciones ocupacionales, la raza y el origen

étnico, entre muchos otros [20].

Hay que diferenciar entre factores causantes de su desarrollo, mayoritariamente intrinsecos, y

los desencadenantes de los sintomas, mayoritariamente extrinsecos.

Factores predisponentes. La exposicion a alérgenos (polen, acaros, epitelio animal,
hongos) originan sensibilizaciones concretas que predisponen al desarrollo de asma.
Factores contribuyentes. Favorecen el desarrollo de la enfermedad, aunque no son
necesarios para ello.

o Exposicion al humo del tabaco.

o Infecciones respiratorias de repeticion.

o Contaminacién elevada.

o Bajo peso al nacer.
Factores desencadenantes. Se trata de agentes o circunstancias que favorecen la
aparicidn de los sintomas.

o Alérgenos: ambientales, inhalados, alimentos o medicamentos.

o Infecciones respiratorias virales.

o Comorbilidades: rinitis, sinusitis, reflujo gastroesofagico (ERGE), obesidad, etc.
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1.3. Fisiopatologia del asma

La fisiopatologia del asma es muy compleja, ya que en ella participan una gran cantidad de
mediadores que regulan el proceso inflamatorio (eosindfilos, macrofagos y linfocitos T).
Ademas, varia en funcién de las caracteristicas que presenta el paciente y puede derivar en
diferentes mecanismos de accién en funcién del fenotipo. Se han identificado dos patrones

inflamatorios T2 (asma alérgica y eosinofilica) y no T2 [3].

- Linfocitos T. Actian como mediadores del proceso inflamatorio y son activados tras una
exposicién a un antigeno o por infeccién respiratoria. Los linfocitos pueden dividirse en dos
grupos segun los marcadores de superficie: 1) CD4+ o linfocitos T helper (Th) y 2) CD8+ o

linfocitos T citotéxicos. Los CD4, se subdividen en funcién de las citocinas que producen:

= Linfocitos Th1l. Producen principalmente interferén gamma (IFN-y) e interleucina (IL)-2,
que inhiben la activacién de linfocitos B y la sintesis de inmunoglobulina E (IgE).
= Linfocitos Th2. Estimulan la produccidn de citocinas importantes en respuesta alérgica

como IL-4 e IL-5.

- Macrdfagos. Células presentadoras de antigeno y produccién de IL-1, necesaria en la

diferenciacién y proliferacién de linfocitos T. Se relacionan con la remodelacién bronquial.

- Mastocitos. Tipo de gldbulo blanco que se encuentra en los tejidos conjuntivos de todo el
cuerpo. Aparece en concentraciones elevadas en la via aérea de pacientes asmaticos. Presentan
receptores para IgE en su membrana, que al unirse activan el mastocito, y liberan mediadores
inflamatorios. También participan en la inflamacién mediante la sintesis de mediadores
inflamatorios a partir del metabolismo del 4cido araquidénico. En este caso la desgranulacién
de los mastocitos, no solo se produce por alérgenos, sino que se puede activar con el ejercicio

frio, aspirina, etc.

- Eosindfilos. Leucocito de tipo granulocito derivado de la médula ésea, que se libera en el
proceso inflamatorio y puede migrar a los tejidos, como la mucosa bronquial, donde libera

mediadores citotoxicos que pueden dafiar la mucosa.

1.3.1 Fenotipos de AGNC

El asma grave es una enfermedad compleja y heterogénea en la que influyen magnitud de
variantes clinicas. En los ultimos afios se han descubierto, estudiado y definido diferentes
fenotipos de AGNC, con el fin de llevar a cabo un diagndstico mas preciso, que puede tener

relacidn prondstica o traducirse en diferencias de tratamiento (6, 34-45). El fenotipo se define
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como una caracteristica observable que puede tener relacion directa con el endotipo, que hace
referencia al conjunto de individuos que poseen una caracteristica concreta de la enfermedad

gue explica la caracteristica observable [21].

Se han realizado diferentes estudios que agrupaban los casos en funcién de la patologia
asmatica, caracteristicas clinicas de la enfermedad y respuesta terapéutica, identificando
diferentes fenotipos [21,22,31,23—-30]. Finalmente se definieron tres fenotipos, dos definidos

por patrones inflamatorios tipo 2 (T2) y uno no T2. En la practica clinica destacan 3 fenotipos:

e Fenotipo alérgico T2
e Fenotipo eosinofilico T2

e Fenotipono T2
Los dos fenotipos T2, en algunos casos presentan cierto grado de superposicion.

La clasificacion en fenotipos tiene como finalidad identificar al candidato especifico a recibir un

tratamiento concreto [32,33].

1.3.1.1 Asma alérgica (T2)

Entre el 40-50% de los pacientes con asma grave sufren asma alérgica. Se caracteriza por una
base atdpica que, mediante la exposicién a un antigeno inhalado, produce la activacién de
linfocitos Th2, lo que conlleva produccién de IL-4, IL-5 e IL-13 y el cambio de isotipo en los

linfocitos B hacia la produccion de IgE [3].

La produccion de IgE tiene lugar en los ganglios linfaticos y la mucosa de las vias respiratorias
debido un cambio de clase de inmunoglobulina dependiente de la IL-4, que estimula las células
B para sintetizar este anticuerpo especifico. La IL-4 desencadena la maduracién de los linfocitos
B virgenes en células plasmaticas secretoras de IgE y el desarrollo de las células B de memoria
que producen IgE especifica del alérgeno en cantidades elevadas. La estructura molecular de la
IgE incluye dos fragmentos variables (Fab) que interactian con antigenos especificos y una
region constante (Fc) que se une a los receptores de IgE [34]. La molécula de IgE esta formada
por dos cadenas ligeras idénticas que poseen una parte variable y una parte constante,
emparejadas con dos cadenas pesadas idénticas con una porcidn variable de dominio Unico y
por un fragmento constante que incluye cuatro dominios (Cel, Ce2, Ce3, Ced). En el asma
alérgico, el papel patogénico de la IgE va ligado a su unién, a través de los dominicos Ce3, a
receptores de alta (FceRl) y baja (FceRII/CD23) afinidad que se expresan en multitud de células

[35,36].
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Los FceRIl expresados en mastocitos y basoéfilos tienen una estructura tetramérica, con una
subunidad alfa (a), una subunidad beta (B) y dos gammas (y), mientras que los FceRl localizados
en eosinodfilos, monocitos/macréfagos, células dendriticas y células estructurales (musculo liso
de la via respiratoria y bronquiolos) son trimeros (ayz) que carecen de subunidad B [37-40]. Los
FceRl se unen a la IgE a través de los dos dominios extracelulares de la cadena a, que interactudan
con los dos dominios Ce3 de la IgE, mientras que las subunidades B y y intracelulares participan
en funciones de sefalizacidon. En la superficie de mastocitos y basdfilos los determinantes
antigénicos, promueven el entrecruzamiento entre dos moléculas de IgE que se encuentran
contiguas y ya unidas a sus receptores FceRI. Esta dimerizacién conduce a la activacién de una
compleja red de sefializaciéon que deriva en la liberacion de mediadores (histamina, heparina,
triptasa y quimasa), secrecion de mediadores (cisteinil leucotrienos Cs - D4 y prostaglandina) y a
la sintesis de citoquinas, quimiocinas y factores de crecimiento, como IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8,
IL-13 y el factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM- LCR) [41]. Este
proceso desencadena las reacciones asmaticas de fase temprana y tardias en pacientes
expuestos a antigenos inhalados [42]. Trascurridos unos minutos de la conformacion de los
complejos antigeno/IgE/ FceRl se produce la reaccion de fase temprana, que esta mediada por
la respuesta contractil de las células del musculo liso de las vias respiratorias, provocada por los
agentes broncoconstrictores liberados tras la desgranulacidn de los mastocitos. Tras unas horas
de la exposicidn a los antigenos inhalados, se produce la reaccion de fase tardia y da lugar a una
contraccion del musculo liso de las vias respiratorias y cambios en la inflamacién bronquial,
mediados por las citocinas y quimiocinas responsables de la activacion y liberacién de
eosindfilos. No obstante, la IgE monomérica, puede desencadenar la liberacidn de histamina y
leucotrienos de los mastocitos y prolongar la supervivencia de mastocitos productores de IL-6

[43,44).

Los receptores FceRIl/CD23 poseen un dominio globular de unién a la IgE. Los receptores FceRll

poseen dos formas, CD23a que estd presente en las células B, y CD23b, cuya expresion es

inducida por IL-4, se localiza en eosindfilos, células presentadoras de antigenos y células del

epitelio bronquial [45,46].

Se ha descrito que la IgE dispone de un papel clave en la regulacién de la expresidon de
FceRI/FceRIl. Los receptores al unirse a sus ligandos se mantienen en la superficie celular,
mientras que cuando se encuentran libres se internaliza; esto responde al efecto protector que
ejerce la IgE sobre la degradacion proteolitica de los receptores [47,48]. A su vez, la IgE puede
estimular la expresidon de FceRl en mastocitos haciendo que presenten una mejor respuesta a

antigenos y, por tanto, secreten de forma eficaz mediadores inflamatorios [49]. En
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consecuencia, la regulacion de FceRl al alza, dependiente de IgE, es responsable de una marcada

amplificacién de la cascada alérgica.

La interaccién de la IgE con sus receptores no solo se desencadenan la respuesta asmatica
temprana y tardia por la desgranulacidon de mastocitos, sino que también es responsable de
otros procesos patogénicos. La union de IgE a los receptores FceRl expresados por células
dendriticas facilita la captura, elaboracién y presentacion de antigenos a los linfocitos T,
aumenta la produccién de quimiocina que aumenta la expresién de linfocitos Th2 en las vias
respiratorias y suprime la produccién de proteinas antivirales como los interferones [50]. La
estimulacién que produce la IgE en los receptores FceRl y FceRIl expresados en eosindfilos, se
correlaciona con infiltraciéon eosinofilica en las vias respiratorias y una mayor supervivencia

eosinofilica, ya que impide su apoptosis [51-54].

En el bronquio los receptores FceRl y FceRll se expresan en las células epiteliales bronquiales,
pudiendo liberar factores de crecimiento implicados en la remodelaciéon de la via aérea como el
factor de crecimiento transformante (TGF) — B [38,46,55]. FceRI también se expresa en las células
del musculo liso bronquial, la unién de IgE a los receptores estimula la proliferacion celular,
produccién de agentes proinflamatorios y proteinas como el coldgeno, por tanto, también posee

un efecto en la remodelacion de las vias respiratorias [56,57].

1.3.1.2 Asma eosinofilica (T2)

El asma eosinofilica T2 se presenta en algo mas del 25% de los pacientes con AGNC y se
caracteriza por una acumulacién de eosindfilos en las vias respiratorias, que producen y liberan
citocinas y quimiocinas proinflamatorias, factores de crecimiento, proteinas citotdxicas y
mediadores lipidicos, cuyo conjunto juega un papel importante en la remodelacién bronquial
[3,58]. Los elevados recuentos de eosindfilos en sangre y en esputo se asocian con

exacerbaciones asmaticas recurrentes y obstruccién bronquial grave [59].

El factor biolégico mas importante responsable de la diferenciacién, el crecimiento, la
activacion, la supervivencia y el reclutamiento de eosindfilos en las vias respiratorias es la IL-5
[60-62]. Esta citocina ejerce funciones clave en la patogénesis del asma eosinofilica, que en
algunos casos no responde al tratamiento con corticoides, derivando en una falta de control de
los sintomas respiratorios, exacerbaciones frecuentes y desarrollo de comorbilidades como

poliposis nasal asociada a rinosinusitis crénica [63,64].

Los principales implicados en la produccién de IL-5 son los linfocitos Th2 y las células linfoides

innatas (ILC2). La exposicidn a alérgenos y la estimulacidn de células dendriticas desemboca en
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la activacidn de las células Th2 que producen y secretan IL-5 [65—70]. La presencia de IL-4 es
esencial debido a su requerimiento para a activar las células Th2 a través de la estimulacidn de
factores de transcripcion clave como STAT6 y GATA3 [71]. La liberacidon de IL-5 por ILC2 depende
de la activacién de GATA3 inducida por las citocinas innatas epiteliales, entre las que se
encuentran IL-25, IL-33 y esencialmente la linfopoyetina del estroma timico (TSLP) [71]. Existen
otras fuentes celulares de IL-5, ademas de ILC2 y Th2, como las células T natural killer (NK), los
mastocitos y los eosindfilos [72—74]. Los mastocitos liberados por la activacién de IL-5
desembocan en una interaccién con eosinodfilos, albergando la llamada “unidad efectora

alérgica” [75,76].

Los efectos bioldgicos de la IL-5 estan mediados por su interaccion selectiva con el receptor de
la IL-5 (IL-5R), que se compone de una subunidad especifica a (IL-5Ra) y un heterodimero Bc no
especifico, que también pude ser reconocido por la IL-3 y GM-CSF [77,78] (Figura 1). La IL-5 se
une como una proteina homodimeérica a IL-5Ra, expresado mayoritariamente en la superficie de
eosindfilos, reclutando el dimero Bc y conformando el complejo IL-5/ IL-5Ra/ Bc [79,80]. Al no
haber IL-5 en el medio, el IL-5Ra forma un complejo con la tirosina quinasa intracelular Janus
quinasa (JAK) 2 y la subunidad Bc se une a JAK1 [81]. Cuando hay presencia de IL-5, se une a IL-
5Ra, formando un complejo funcional de IL-5Ra/Bc, responsable de la activacion de una
compleja red de senalizacion intracelular. En concreto activa secuencialmente JAK2 y los
transductores de sefiales y activadores de la transcripcion (STAT) 1, 3 y 5, que promueven la
actividad transcripcional de muchos genes diana especificos que conduce a la maduracién,
supervivencia y activacion de los eosindfilos [82—84]. A su vez, JAK2 inhibe la apoptosis de
eosinodfilos por su cooperacién con las quinasas Lyn y Raf-1. El efecto inhibidor de la apoptosis
también esta mediado por el factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las
células B activadas (NF-kB) de la proteina antiapoptddica Bcl-xL. Raf-1 también participa en la

desgranulacion de eosinéfilos [49,65,85].

IL-5 activa otros mddulos de transduccidn de sefiales, incluyendo otras quinasas intracelulares
como la fosfoinositida 3-quinasa (PI3K) y las proteinas quinasas activadas por mitdgenos
(MAPK). Mediante la activacion de las quinasas reguladas por sefiales extracelulares (ERK) 1/2 y
la proteina quinasa C (PKC), PI3K regula la interaccién de los eosindéfilos con la a molécula de
adhesidn intercelular 1 (ICAM-1) [86]. La activacidn mediada por Ras-Raf-1 de la subfamilia ERK
de MAPK impulsa la transcripcion del gen c-fos, que estd involucrado en varias funciones de los
eosindfilos, incluida la maduracion celular, la supervivencia y la proliferacion [87-91]. Ademas,

MAPK mediante un mecanismo independiente de NF-kB, aumenta la biosintesis de eosindfilos
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de citocinas proinflamatorias y estimula el reclutamiento de eosindfilos en la respuesta

inflamatoria alérgica [87,92].

Estudios realizados en sujetos asmaticos han demostrado que la accién de la IL-5 tiene lugar
tanto en la médula dsea como en la mucosa bronquial, ya que esta citocina estimula la
diferenciacién y maduracién eosinofilica mediante células progenitoras hematopoyéticas CD34+
[93—95]. También se han reportado mayores niveles séricos de IL-5 en pacientes con una mayor
gravedad de la enfermedad [96]. Ademas, se describe de una actividad sinérgica de la IL-5 con
eotaxinas, contribuyendo a mayor reclutamiento de eosindfilos en las vias respiratorias, y con
la IL-18, que estimula el desarrollo y la activacién funcional de los eosindéfilos [60,97,98]. Como
se ha descrito anteriormente, la IL-5 inhibe la apoptosis eosinofilica, y se han correlacionado
negativamente sus niveles con los eosindfilos apoptéticos [99,100]. En el asma T2, la IL-5
favorece la adhesion y migracién extracelular de los eosindfilos, gracias a que permite la
interaccion de eosindfilos con la periostina, proteina de la matriz celular asociada con el transito
de eosindfilos a los bronquios [101]. La IL-5 también se asocia el asma no alérgica de inicio tardio,

siendo las ILC2 las principales productoras de IL-5 [69,70].

La patologia de la IL-5, no solo se asocia a la inflamacidn eosinofilica, sino que también se ha
implicado en la induccion de la remodelacion de las vias respiratorias. Estudios realizados en
animales demostraron que la eliminacién del gen de la IL-5, conllevaba una supresion de la

eosinofilia pulmonar y la remodelacién bronquial [102,103].
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Figura 1. Mecanismos moleculares de accién implicitos a los efectos de la IL-5 sobre los eosinofilos.
La IL-5 se une a la subunidad o del receptor de IL-5 (IL-5Ra), induciendo su interaccién con las
subunidades Bc y la consiguiente activacién de una compleja red de sefializacion intracelular, formada
por los mdédulos JAK1/2-STAT1/3/5, las MAP quinasas p38 y ERK, y el factor de transcripcion NF-kB.
Esto deriva en la estimulacién de genes diana especificos que conducen a la maduracién, supervivencia
y activacion de los eosinofilos.
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1.4. Clinica del asma

Las caracteristicas clinicas del asma incluyen tos, disnea, sibilancias y opresidn toracica. Estos
sintomas se definen como “sintomas guia” y pueden variar su intensidad y en el tiempo, con un
mayor predominio nocturno. Los desencadenantes son multiples, incluyendo exposicion a
alérgenos, infecciones viricas, ejercicio, exposicidon al humo del tabaco, emociones, etc. [2,104].
También es importante comprobar si se producen variaciones estacionales y los antecedentes
familiares [2,105,106]. Estos sintomas no son ninguno especifico del asma y suelen darse de
forma conjunta, de ahi la importancia de incorporar pruebas diagndsticas que confirmen las
sospechas [107]. Si aparecen de forma aislada no suelen relacionarse con asma [2,104—

106,108,109].

1.5. Diagnostico del asma

Los procedimientos basicos de diagndstico de asma incluyen: historia clinica, examen fisico,
pruebas de funcidn pulmonar, pruebas de alergia y confirmacién del diagndstico diferencial.

Todas ellas se explican a continuacién.

1.5.1 Historia clinica y examen fisico

La evaluacion comienza con una adecuada anamnesis haciendo especial hincapié en los
sintomas de asma del paciente y es importante que recoja con detalle la siguiente informacién

[106]:

e Historial familiar de asma.

e Naturaleza, duracidn, frecuencia y desencadenantes de la sintomatologia.
e Edady circunstancias de inicio de la sintomatologia

e Estacionalidad y variacion nocturna

e Tabaquismo

e Alergias y comorbilidades

e Exacerbaciones

e Contacto con animales

e Estrés

e Gravedad

e Presencia de rinosinusitis, poliposis, rinitis y/o dermatitis

A continuacion, se procede con la exploracion fisica, que siempre incluye auscultacién para

comprobar la presencia de sibilancias. En algunas ocasiones se realiza rinoscopia para ver la
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obstruccién nasal y comprobacién de dermatitis o eczemas. Unicamente con la exploracién fisica

y anamnesis no se puede confirmar ni descartar el diagndstico de asma [3].

1.5.2 Diagnéstico diferencial

La determinacién correcta de asma en el paciente es un aspecto primordial antes del comienzo
del tratamiento, puesto que se diagnostican erréneamente entre 12-30% de enfermedades no
asmaticas como asma no controlada. Una de las principales causas es que los sintomas guia no
son especificos Unicamente del asma. Esto respalda la importancia de realizar un diagnéstico

diferencial con otras enfermedades [3], como muestra la Tabla 1.

Tabla 1. Diagnéstico diferencial de asma y enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) segun la
GEMA 5.2.

| Asma EPOC

Edad de inicio Cualquiera >40 afios
Tabaquismo Indiferente En la mayoria de los casos
Atopia Frecuente Infrecuente
Antecedentes familiares Frecuente No aplica
Reversibilidad de la s

.. . Significativa No

obstruccion bronquial
Variabilidad de .

. B Si No
sintomatologia
Respuesta a glucocorticoides Muy buena Variable o indeterminada

‘ Otras patologias Sintomas caracteristicos

- Disfuncién de cuerdas - Disnea, estridor inspiratorio
vocales - Desvanecimiento,
parestesias

- Sintomas de aparicién

- Hiperventilacién
- Cuerpo extrafio inhalado

- Fibrosis quistica brusca

Entre 15y 40 afios

- Bronquiectasias

- Enfermedad cardiaca
congénita
-Tromboembolismo
pulmonar

- Tos y moco excesivos

- Infecciones recurrentes
- Soplos cardiacos

- Disnea de instauracidn
brusca, dolor toracico

> 40 afios

- Enfermedad del
parénquima pulmonar
- Insuficiencia cardiaca

- Infecciones recurrentes

- Disnea de esfuerzo, tos no
productiva

- Disnea de esfuerzo,
sintomas nocturnos
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1.5.3 Pruebas de funcién pulmonar

La presencia de sintomatologia clinica no es suficiente para confirmar el diagndstico de asma, es
necesario la realizacidn de una prueba de funcién pulmonar que confirme la alteracion funcional
compatible con la enfermedad. Las principales alteraciones son la obstruccién del flujo aéreo, la

reversibilidad, la variabilidad y la hiperreactividad bronquial [3].

- Obstruccion del flujo aéreo o limitacion al flujo aéreo. Reduccidn del flujo aéreo maximo
desproporcionada con respecto al volumen de aire que el paciente puede desplazar
desde los pulmones.

- Reversibilidad de obstruccion bronquial. Capacidad bronquial de revertir la obstruccién
después del uso de un broncodilatador, es decir, es el cambio existente entre la prueba
pre broncodilatadora y post broncodilatadora.

- Variabilidad. Es la diferencia existente en la prueba de funcién pulmonar al realizarla
con diferente horario (mafiana o noche).

- Hiperreactividad bronquial. Estrechamiento excesivo de la luz bronquial ante estimulos
externos (fisicos o quimicos) que provocan una reduccién del calibre de la via

respiratoria.

1.5.3.1 Espirometria

El asma se caracteriza por una limitacion variable del flujo de aire espiratorio. La espirometria
es un estudio no invasivo del volumen y ritmo del flujo de aire dentro de los pulmones. Es la
principal prueba diagndstica realizada en pacientes asmaticos. Los principales parametros que
se deben considerar y determinar son el volumen espiratorio forzado en el primer segundo
(FEV1) y la capacidad vital forzada (FVC). Estos valores toman como referencia las caracteristicas
de un paciente sin asma con su misma edad y etnia. Estas medidas reflejan de forma

reproducible la funcion pulmonar del paciente [3].

La obstruccidn es definida como el cociente de FEV1/FVC por debajo de 0.7, que es el limite
inferior estipulado de referencia [110]. Valores reducidos de FEV1 indican un mayor riesgo de

exacerbaciones y ayuda a establecer la gravedad [111].

La prueba de broncodilatacion (PBD) es una herramienta esencial en el estudio de la funcion
pulmonar. Consiste en realizar una espirometria basal y repetirla un tiempo después de
administrar una medicacién broncodilatadora. Para esta prueba se recomienda administrar 4
inhalaciones sucesivas de 100 pg de salbutamol o su equivalente y repetir la espirometria

transcurridos 15 minutos de la inhalacidn. Se considera como respuesta positiva un aumento del
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FEV1>12 %y > 200 ml respecto al valor basal [1]. La reversibilidad también se puede identificar
con una mejora del FEV1 tras 2 semanas de tratamiento con glucocorticoides orales (GCO) en
dosis de 40 mg/dia de prednisona o su equivalente o de 2 a 8 semanas de tratamiento con GCl
en dosis de 1500-2000 pg/dia de propionato de fluticasona o su equivalente [112]. La
reversibilidad de la obstruccién bronquial es una caracteristica de la exacerbacidon asmatica, sin

embargo, no se expresa en todos los pacientes.

1.5.3.2 Flujo espiratorio maximo

El flujo espiratorio maximo (PEF), es el mayor flujo que se alcanza durante una maniobra de
espiracion forzada. Una caracteristica del asma es la variabilidad clinica de sus valores a lo largo
del dia, registrandoselos valores mas bajos durante las primeras horas del dia y los mas altos por
la tarde. Para determinar la variabilidad se puede usar la prueba del PEF durante dos semanas,
de forma previa al tratamiento, y si se obtienen una variabilidad PEF > 20% puede resultar

diagnédstica de asma [113].

Esta prueba se puede utilizar como prueba de broncodilatacion alternativa, considerdndose una
respuesta positiva un aumento del PEF > 20% [114]. Esta prueba también permite comprobar
la reversibilidad mediante una mejora del PEF tras 2 semanas de tratamiento con GCO en dosis
de 40 mg/dia de prednisona o su equivalente o de 2 a 8 semanas de tratamiento con GCl en

dosis de 1500-2000 pg/dia de propionato de fluticasona o su equivalente [112].

1.5.3.3 Provocacion bronquial inespecifica

La prueba de provocacién bronquial inespecifica se emplea para identificar la hiperreactividad
bronquial y es util en aquellos pacientes con sospecha clinica de asma, pero con una funcién

pulmonar normal.

La prueba consiste en la administracion inhalada de un control negativo y diferentes
concentraciones de un agente que producird un estrechamiento de la via aérea. Se emplean
tantos agentes directos (metacolina, histamina) como agentes indirectos (adenosina
monofosfato, manitol, soluciéon salina hiperténica) [115]. El analisis de hiperreactividad
bronquial determina la dosis o concentracién que produce una reduccion del 20% de FEV1 con
respecto al valor basal obtenido con el control negativo [116,117]. En a prueba de metacolina el
resultado se considera positivo para dosis de metacolina que reducen el FEV1 en un 20%,
respecto al valor basa [118]. Esta prueba tiene una elevada sensibilidad, pero baja especificidad,

por lo que es mas util para rechazar que para confirmar el diagndstico [3].
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La prueba del manitol se considera positiva para las dosis de manitol que marcan una caida del
15% en el FEV1 respecto al valor basal. En este caso la sensibilidad es del 60%, pero su
especificidad es superior al 95%, por lo que se considera mas util para confirmar el diagndstico

de asma [3,117].

1534 Fraccion de oxido nitrico exhalada (FEno)

La fraccidn exhalada de 6xido nitrico (FEno) €s una medida no invasiva de inflamacién de las vias
respiratorias del fenotipo T2. Tanto el éxido nitrico como los eosindfilos son resultado de la
cascada inflamatoria T2, sin embargo, estdn regulados por diferentes vias inflamatorias. Esta
prueba se considera positiva con concentraciones > 40 ppb en adultos que no precisen de
glucocorticoides [109,119]. Posee una elevada sensibilidad para el diagndstico de asma en

paciente no fumadores, que no precisan de GCl y con niveles bajos de FEV1 [120].

Cabe destacar que en esta prueba un valor normal de FEno no excluye el diagndstico de asma,
principalmente en fenotipos T2 eosinofilicos, ya que es mas sensible en pacientes con fenotipo
alérgico T2 [121]. Ademas, existen factores externos que pueden provocar variaciones en el FEno

como pueden ser las infecciones respiratorias virales [2].

1.5.4 Pruebas de alergia

La presencia de atopia incrementa la probabilidad de que un paciente con sintomas respiratorios
tenga asma alérgica, pero no es especifica del asma ni esta presente en todos los fenotipos de
asma. En la anamnesis, se valora de forma previa los antecedentes familiares y personales de
atopia y la relacién con los sintomas del asma, pero para confirmar el diagndstico de asma
alérgica, se pueden hacer pruebas de sensibilizacién. La atopia se puede identificar mediante

pruebas cutaneas o midiendo el nivel de IgE especifica en suero [2,3].

La prueba de puncion intradérmica o prick con alérgenos ambientales comunes es simple y
rapida de realizar y, cuando la realiza un probador experimentado con extractos estandarizados,
es econdmica y tiene una alta sensibilidad. Para una correcta interpretacion de los resultados es
necesario tener en cuenta las variables que pueden ser influyentes y los falsos positivos por

reacciones cruzadas[122,123].

La determinacion de IgE especifica frente a aeroalérgenos completos posee una menor
sensibilidad que las pruebas cutaneas y es mas costosa, pero puede ser preferible para pacientes
gue no cooperan, aquellos con enfermedad cutanea generalizada o si la historia sugiere un

riesgo de anafilaxia. Ademas, permite distinguir entre sensibilizacion primaria y reacciones
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cruzadas, en pacientes con multiples sensibilizaciones, de forma que se puede seleccionar una

inmunoterapia especifica frente a alérgenos [124-126].

La prueba de provocacidon bronquial especifica no es recomendable en la practica clinica
rutinaria, pero puede ser de utilidad para confirmar diagndsticos cuando hay discrepancias entre

la historia clinica del paciente y los resultados de sensibilizacién reportados [3].

1.5.5. Clasificacion de la gravedad

La clasificacion habitual del asma ha sido en funcién de la gravedad, una definicién y evaluacion
gue ha ido modificandose y evolucionando con el transcurso de los afos [1,127,128]. La
gravedad del asma es una propiedad inherente de la enfermedad, que se traduce en la

intensidad de los cambios fisiopatoldgicos [115].

La gravedad del asma estd implicada tanto en la intensidad del proceso, como en la respuesta al
tratamiento, por ello se evallia cuando el paciente estd siendo tratado y se clasifica en funcién
de las necesidades de tratamiento de mantenimiento que precisa el paciente para alcanzar un
grado adecuado de control de la sintomatologia y exacerbaciones [129,130]. La GEMA clasifica
la gravedad del asma distribuyéndola en 4 categorias: intermitente (escaldn 1), persistente leve
(escaldn 2), persistente moderada (escalon 3 0 4) y persistente grave (escalon 5 0 6) [3], mientras
que la GINA establece una clasificacién en 3 categorias: asma leve (escaléon 1 y 2), asma

moderada (escaldon 3) y asma grave (escalén 4 o 5) (Tablas 2 y 3)[2].

Tabla 2. Clasificacion de la gravedad de asma distribuido en escalones segtin la GEMA 5.2.

Persistente
Moderada

Gravedad Intermitente

Necesidades

minimas de Escaldn 3 Escalon 5
tratamiento Escalon 1 Escalon 2 o o
para mantener Escalon 4 Escalon 6
el control

Tabla 3. Clasificacidn de la gravedad de asma distribuido en escalones segtin la GINA 2022.

Persistente
Moderada

Gravedad Intermitente

Necesidades

minimas de Escalon 4
tratamiento Escalon 1 Escalon 2 Escaldn 3 o
para mantener Escalon 5
el control
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Se trata de una caracteristica de la enfermedad que no es constante, puede variar a lo largo de

los afios, por ello es necesario que a los pacientes con asma se los reevalle periédicamente.

1.5.6. Control y métodos de medicion

El nivel de control del asma es la medida en que las manifestaciones del asma pueden ser
observadas en el paciente, se estima el grado en el que han sido reducidas o eliminadas por la
intervencion terapéutica [131,132]. Esta determinado por la interaccidn entre los antecedentes
genéticos del paciente, los procesos patoldgicos subyacentes, el tratamiento, condiciones

ambientales y factores psicosociales [131].

El control de los sintomas se evalla por la presencia y frecuencia de los sintomas, tanto diurnos
como nocturnos, la necesidad de medicacion de rescate, funcidon pulmonar, exacerbacionesy la
existencia de alguna limitacidn para la vida diaria (Tabla 4). Los criterios establecidos para definir
el grado de control varian de unas guias a otras, pero, generalmente, se clasifica en asma bien,

asma parcialmente controlada y asma mal controlada [3].

En el objetivo de alcanzar el control completo del asma hay que tener en cuenta el control actual,
con las manifestaciones que presenta el paciente diariamente y el riesgo futuro, por las posibles

consecuencias que pueda ocasionar [131].

- Control actual. Para establecer el grado de control actual se tienen en cuenta: la
presencia y frecuencia de sintomas (diurnos y nocturnos), la frecuencia de uso de
medicacidn de rescate; la funcidon pulmonar estable y cerca de la normalidad y la
ausencia de limitaciones diarias.

- Riesgo futuro. Ausencia de exacerbaciones, uso de GCO no necesario, ausencia de visitas
a urgencias y/u hospitalizaciones, control de la pérdida de la funcién pulmonar y la

obstruccion bronquial.

Tabla 4. Clasificacion del control del asma en adultos segtin la GEMA 5.2

Parcialmente
Bien controlada controlada

(Todos los (Cualquier medida Mal controlada
siguientes) en cualquier
semana)

, . Ningunoo <2 ,
Sintomas diurnos g > 2 dias al mes
dias al me Si>3 teristi

— — - - i > 3 caracteristicas
Limitacion de actividades Ninguna Cualquiera .

p - - de asma parcialmente
Sintomas nocturnos Ninguno Cualquiera controlada
Necesidad medicacion de Ningunoo <2 ,

. , > 2 dias al mes
rescate (agonista b2 dias al me
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adrenérgico de accion
corta)

Funcién pulmonar
FEV1

> 80 % del valor
tedrico o z-score

< 80 % del valor
tedrico z-score (-
1,64)

(-1,64)

> 80 % del mejor

< 80 % del mejor
valor personal

valor personal

PEF

> 1 en cualquier

2 1/afio semana

Exacerbaciones Ninguna

FEV1: volumen espiratorio forzado en el primer segundo; PEF: flujo espiratorio maximo.

En definitiva, para mantener o conseguir un control de la sintomatologia es necesario realizar
periddicamente una evaluacién del paciente atendiendo a lo descrito anteriormente. Esto se
consigue con visitas médicas continuadas, y para la evaluacion del control existen una serie de
herramientas que permiten evaluar de forma facil y estandarizada el control actual de los

sintomas por parte del paciente [133].

El Asthma Control Test (ACT) es una herramienta util y sencilla para poder evaluar rapidamente
el control de la patologia mediante 5 preguntas que se puntuan de 1-5, donde el total de los

puntos obtenidos indica un grado de control [134,135].

- Total de 25: Control total de asma.
- De 20 a 24: Buen control de asma.

- 19 o menos: Asma no controlada.
La diferencia minima clinicamente significativa es el aumento de 3 0 mas puntos.

El Cuestionario de Control del Asma (ACQ)- 5 es una herramienta util y sencilla para poder
evaluar rapidamente el control de la patologia mediante 5 preguntas que se punttan de 0-6, se
suman los puntos y dividen entre 5, de forma que el resultado indica un mayor control a menores

puntuaciones obtenidas [136,137].

- Menor oigual a 0.5: Control adecuado del asma
- De0.5a0.99: Asma parcialmente controlada

- Mas de 1: Control inadecuado del asma

Estas herramientas son de utilidad para evaluar el grado de control del asma de forma objetiva,

pero no pueden ser la Unica herramienta de deteccién de un asma no controlado.
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2. TRATAMIENTO DEL ASMA

Los objetivos a largo plazo del control del asma son lograr un buen control de los sintomas y
minimizar el riesgo futuro de mortalidad relacionada con el asma, exacerbaciones, limitacion

persistente del flujo de aire y efectos secundarios del tratamiento [2,3].

2.1. Medidas generales
2.1.1. Educacion del asma

El manejo efectivo del asma requiere una sinergia entre el personal sanitario y el paciente
asmatico, donde ademas de identificar el tratamiento que mas se adapta a las caracteristicas
del paciente, se le eduque sobre la enfermedad y su manejo. El equipo médico debe ser
multidisciplinar, en el que el neumdlogo sea el principal encargado del proceso, incluyendo al
personal de enfermeria y al resto de especialistas que podrian ser participes en funcidn de las
afecciones del paciente. Esto resulta en una mayor satisfaccion del paciente, mejores resultados

de salud y menor uso de los recursos de atencion médica [1].

Por ultimo, el tratamiento del asma se debe ajustar en un ciclo continuo de evaluacién,
tratamiento y revisidon de la respuesta del paciente tanto en el control de los sintomas como en
el riesgo futuro (de exacerbaciones y efectos secundarios) y de las preferencias del paciente

[2,3].

2.1.2. Tratamiento de las comorbilidades

En el paciente asmatico, una vez que se han confirmado todas las comorbilidades recogidas en
la historia clinica, se deben tomar las medidas oportunas, ya que son agravantes de la
enfermedad. La GEMA establece unas pautas de confirmacién y tratamiento de las

comorbilidades que se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Comorbilidades y agravantes mas frecuentes en asma, pruebas diagndsticas y tratamiento
segun la GEMA 5.2.

Comorbilidad Pruebas diagndsticas Tratamiento

Obesidad IMC Pferdllea de'plaes'o
Cirugia bariatrica

pH-metria/manometria Consejos higiénico-dietéticos

esofagica Inhibidores de la bomba de
ERGE A

Ensayo terapeutico con IBP protones

EDA Intervencién quirurgica

. , CPAP

SAHS Polisomnografia Pérdida de peso
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Enfermedad
nasosinusal

Rinoscopia/endoscopia nasal
Estudio de imagen de senos
(TC/RM)

Glucocorticoides intranasales
Lavados Nasales/ antileucotrienos
Cirugia endonasal

Disnea funcional

Cuestionarios especificos
(Nijmegen)

Psicoterapia
Reeducacién respiratoria

Laringoscopia en la crisis o

Rehabilitacidn logofoniatrica

oLl provocacion con: Tratamiento de comorbilidades:
metacolina/ejercicio reflujo
Tabaco Entrevista Deshabituacion

Psicoterapia/tratamiento

Ansiedad/ D i6 ifi
nsiedad/ Depresion especifico

Evaluacién psicoldgica

Farmacos: AINE, b-

Sustitucion
bloqueantes no

Historia clinica

selectivos, IECA

IMC: indice de masa corporal; ERGE: Enfermedad por reflujo gastroesofagico; SAHS: sindrome de apnea
hipopnea del suefio; IBP: inhibidores de la bomba de protones; EDA: Endoscopia digestiva alta; CPAP:
Presidn positiva continua en la via aérea; TC: tomografia computarizada; RM: resonancia magnética; OLI:
Obstruccion laringea inducible; AINE: antinflamatorio no esteroideo; IECA: inhibidor de la enzima
convertidora de angiotensina.

2.2. Tratamiento farmacoldgico

Los farmacos para el tratamiento del asma se clasifican en medicacién de control o

mantenimiento y medicacién de alivio o rescate.
2.2.1. Medicamentos de control o mantenimiento

Los medicamentos de control se administran de forma continua y durante largos periodos de
tiempo. Se usan para reducir la inflamacion de las vias respiratorias, controlar los sintomas y
reducir los riesgos futuros, como las exacerbaciones y la disminucion relacionada de la funcién
pulmonar. Incluyen glucocorticoides (GC), antagonistas de los receptores de leucotrienos
(ARLT), LABA, tiotrépico y anticuerpos monoclonales (omalizumab, mepolizumab, reslizumab,

benralizumab y dupilumab).

2.2.1.1. Glucocorticoides inhalados o sistémicos

Los GC son farmacos con potentes propiedades antiinflamatorias empleados en el tratamiento
de una amplia variedad de afecciones inflamatorias y autoinmunes, incluida el asma. Los GC
ejercen su efecto al difundirse a través de la membrana plasmatica y unirse a su receptor a nivel
citoplasmatico. Esta unién produce una activacion del complejo, que es traslocado al nucleo por
distintos mediadores y ahi ejerce su efecto directo e indirecto sobre el control de la inflamacidn,
dando como resultado la disminucidn de la expresidn de distintos mediadores inflamatorios. A

su vez, produce una disminucidn del reclutamiento y activacion de las células inflamatorias, el
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aumento de receptores B2, y la disminucion de la permeabilidad microvascular y produccion de

moco [138].

Existe una gran diversidad de GC, los GCl mas comunes son la budesénida, beclometasona,
ciclesonida, propionato de fluticasona, furoato de fluticasona y furoato de mometasona, y son
utilizados cominmente como tratamiento de mantenimiento para el control de sintomas. Los
GCO mas utilizados son la prednisolona, metilprednisolona o deflazacort, empleados como
tratamiento en ciclos cuando el paciente estd exacerbado o bien como mantenimiento en dosis
bajas en pacientes que no consiguen el control de su sintomatologia [3,128]. Asimismo, los GCO
presentan un perfil modesto de efectos adversos a dosis bajas, pero son acumulativos, por lo
gue no se recomienda su uso en exceso, salvo en casos concretos e intentando establecer una

pauta de dosis descendente hasta su retirada [139].

2.2.1.2. Antagonistas de leucotrienos (ARLT)

Dentro de los mediadores inflamatorios implicados en el asma se encuentran los leucotrienos
(LTB4, LTC4, LTD4 Y LTEA4). Los ARLT actuan bloqueando la unidn de los leucotrienos con sus

receptores [140].

Los ARLT han demostrado en diversos estudios su accién broncodilatadora en tratamiento
agudo o croénico [141,142], eficacia en la prevencidn de la hiperreactividad bronquial en adultos
[143], disminucidén de la inflamacién bronquial ligada a la reduccién de eosindfilos en sangre y
en esputo [144-146], y su accién ahorradora de GC [147]. El ARLT mas usado en asma es
montelukast. Son farmacos muy seguros y solo se han descrito efectos adversos leves como

cefalea, dolor abdominal y cierta elevacién de enzimas hepaticas [148].

2.2.1.3. Beta-agonistas de accidn larga (LABA)

Los LABA (Long-Acting Beta Agonists) son farmacos estimulantes de los receptores B-2
adrenérgicos, que tienen efecto broncodilatador de accién prolongada indicados en profilaxis y
tratamiento de la broncoconstriccidn en pacientes con enfermedad obstructiva reversible de las
vias respiratorias, como es el asma. No se aconseja su uso en monoterapia, ya que se asocia a
un mayor numero de hospitalizaciones y exacerbaciones graves [149,150]. Por lo tanto, se

aprovecha su efecto sinérgico con GCl en el asma.

Su seguridad ha sido controvertida por su asociacién con un mayor riesgo de muerte por asma
y empeoramiento del cuadro clinico [151], sin embargo, revisiones recientes no encontraron

asociacién con un aumento del riesgo de muerte [152].
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2.2.1.4. Tiotropio

El bromuro de tiotropio es un antagonista especifico de los receptores muscarinicos de accion
prolongada (M1-M5). En la via aérea se une de forma competitiva y reversible a los receptores
M3 de la musculatura lisa bronquial, bloqueando el efecto colinérgico de la acetilcolina, de
forma que produce una relajacidon en la musculatura lisa bronquial [153]. Esta indicado como
tratamiento broncodilatador adicional en pacientes adultos con asma, que estén siendo
tratados con GCl y LABA y que hayan experimentado una o mas exacerbaciones graves en el

ultimo afio. Se relaciona con mejoras significativas del FEV1 [154].

Se trata de un farmaco seguro cuyos principales efectos adversos son la sequedad de boca,
cefalea, nasofaringitis, sinusitis, taquicardia, estrefiimiento, retencién urinaria y glaucoma,

todos ellos asociados a las propiedades anticolinérgicas del tiotropio [155,156].

2.2.1.5. Anticuerpos monoclonales
2.2.1.5.1. Omalizumab

Omalizumab es un anticuerpo monoclonal que se une selectivamente a la IgE. Estd indicado para
el tratamiento del AGNC con fenotipo alérgico en pacientes mayores de 6 afos, con valores de
IgE total entre 30-1500 Ul y FEV1 < 80%. Se administra de forma subcutanea (SC) , a dosis

variables en funcidn del nivel de IgE y el peso corporal [157].

Se ha demostrado ampliamente su efectividad en ensayos clinicos aleatorizados (ECA),
reportando mejoras significativas en la calidad de vida del paciente, reduccién de
exacerbaciones, reduccion de GCl y disminucién de la intensidad de los sintomas [158-162].
Ademas de las mejoras indicadas, los estudios de vida real muestran reduccion de GCO vy el

numero de eosindfilos, y mejora de la funcion pulmonar [163-167].

2.2.1.5.2. Mepolizumab

Es un anticuerpo monoclonal que bloquea la IL-5, que esta indicado en pacientes mayores de 6
afios con AGNC y fenotipo eosinofilico, con recuentos de eosinéfilos > 500 cel./pL, o < 500 cel./pL
y dos exacerbaciones graves o un ingreso hospitalario en el afio previo. Su administracién es a
dosis de 100 mg de forma subcutanea cada 4 semanas en pacientes > 12 afios y de 40 mg

subcutdneos cada 4 semanas en pacientes entre 6-11 afios. [168].

Ha demostrado su eficacia en ECA, mostrando una reduccién de las exacerbaciones en pacientes

con recuentos de eosindfilos > 300 cel./pL en sangre durante el afio previo o con > 150 cel./pL
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en el momento del tratamiento, pero con recuentos histéricos de = 300 cel./pL [169,170].
Ademas, se ha reportado una mayor reduccién de las exacerbaciones en el grupo con recuentos
eosinofilicos > 500 cel./pL [171]. Del mismo modo, ha demostrado su eficacia en la reduccién de
dosis de GCO de mantenimiento [172-174]. Los estudios de extensidn demostraron que su
eficaz y seguridad es constante en el tiempo [175-177]. Los estudios en vida real han
corroborado los resultados de los ECA, y ademas reportan reduccidn de dosis de GCl, mejora de

la funcién pulmonar y disminucién de eosindfilos en sangre [173,178-184].

Recientemente se ha confirmado la efectividad de mepolizumab en pacientes con respuesta

parcial a omalizumab [185].

2.2.1.5.3. Reslizumab

Reslizumab es un anticuerpo monoclonal anti IL-5, indicado en pacientes asmdaticos con fenotipo
eosinofilico mayores de 18 afios, se administra por via intravenosa a dosis de 3 mg/kg cada 4
semanas [186]. Se indica para pacientes con AGNC y fenotipo eosinofilico, en tratamiento con
dosis altas de GCI mas recuentos de eosindfilos en sangre > 500 cel./uL, o bien entre 400-500
cel./uLy dos exacerbaciones graves o un ingreso hospitalario en el afio previo. Los ECA muestran
mejora del control del asma, reduccidn significativa de exacerbaciones y mejora de la funcién

pulmonar [187-189]. El perfil de seguridad de 2 afios es favorable [190].

Algunos estudios han reportado que reslizumab promueve una mejoria en pacientes con fracaso
de omalizumab o mepolizumab, sin embargo, se han realizado con muestras de pequefio

tamafio [191,192].

2.2.1.5.4. Benralizumab

Benralizumab es un anticuerpo monoclonal anti IL-5 que se une de forma selectiva a la
subunidad a de IL-5R, impidiendo que se produzca la cascada eosinofilica e induciendo la
eliminacion directa de eosindfilos y baséfilos a través de las células NK. Esta indicado en
pacientes con AGNC y fenotipo eosinofilico mayores de 18 afios, en tratamiento con dosis
elevadas de GCI + LABA y recuentos de eosinéfilos en sangre = 500 cel./uL o < 500 cel./uL y dos
exacerbaciones graves o un ingreso hospitalario en el afio previo. La dosis es subcutanea de 30

mg cada 4 semanas las 3 primeras dosis y a continuacién cada 8 semanas [193].

Los ECA han demostrado reduccién significativa de las exacerbaciones en pacientes con

recuentos de eosindfilos > 300 cel./uL y méas de 3 exacerbaciones en el afio previo, mejoras de
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la funcién pulmonar y reduccién de GCO [194,195]. Su eficacia ha sido reproducible en estudios

de vida real [196—200].

2.2.1.5.5. Dupilumab

Dupilumab es un anticuerpo monoclonal que bloquea la subunidad a del receptor de IL-4. Esta
indicado para pacientes mayores a 12 afios con asma grave y marcadores T2 (Eosindéfilos > 500
cel./uL o FEno = 25ppb) o corticodependiente. Se administra SC con una dosis inicial de 400 mg
seguido de: 200 mg SC cada dos semanas para asma grave T2 y 300 mg SC en pacientes

corticodependientes o con dermatitis atdpica asociada [186].

Se ha demostrado su efectividad en ECA, mostrando reduccidon de exacerbaciones graves,
mejora de la calidad de vida, control de los sintomas, mejora de la funcién pulmonar, reduccién

de las dosis de GCO de mantenimiento y mejora de la poliposis [201-205].

2.2.1.6. Cromonas y teofilina

Las cromonas (cromoglicato y nedocromilo) son inhibidores de la liberacion de mediadores de
la inflamacion, poseen actividad antinflamatoria al estabilizar la membrana de los mastocitos, lo
gue resulta en un efecto supresor sobre las células inflamatorias, inhibiendo la respuesta
inflamatoria y, por consiguiente, la hiperreactividad bronquial. Son farmacos que presentan una
escasa eficacia pero buena tolerancia y sus efectos adversos son escasos, pero en la actualidad

cada vez estan mas en desuso [206,207].

Las teofilinas pertenecen a la familia de las metilxantinas e inhiben la fosfodiesterasa,
provocando una accidn broncodilatadora ya que esta enzima participa en la infiltracion
linfocitaria y eosinofilica y aumenta la contractilidad del diafragma y el aclaramiento mucociliar.
El principal inconveniente que presentan es su escaso indice terapéutico y la gran variabilidad

de aclaramiento metabdlico que presenta entre individuos [207].

2.3. Medicamentos de alivio o de rescate

Los medicamentos de alivio o rescate se utilizan a demanda y su finalidad es tratar de forma
rapida y prevenir la broncoconstriccién, incluso durante el empeoramiento del asma o las
exacerbaciones. Incluyen a los agonistas b2 adrenérgicos de accion corta (SABA) inhalados y los
anticolinérgicos de accidn corta inhalados (bromuro de ipratropio). También comprenden las
combinaciones de budesdnida/formoterol, beclometasona/formoterol o

beclometasona/salbutamol si se utilizan de recate y a demanda [3].
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2.3.1.1. Beta-agonistas de accion corta (SABA)

Los SABA (Short-Acting Beta Agonists), también conocidos como medicamentos de rescate, son
farmacos estimulantes de los receptores B2 adrenérgicos, que tienen efecto broncodilatador de
accion rapida, pudiendo dilatar el bronquio de 2 a 5 minutos después de su administracion

inhalada y ejerciendo su efecto durante unas horas [2].

Los mas empleados son el salbutamol y la terbutalina. Existe evidencia de que su utilizacién se
asocia a mejoras de la funcidon pulmonar tras su administracion y de la calidad de vida. Sin
embargo, tienen poco efecto sobre la inflamacidn subyacente de las vias respiratorias [105,208]
y su dependencia excesiva se asocia con un control deficiente del asma y un mayor nimero de
exacerbaciones [209-213]. Uno de los principales efectos adversos que se recogen es el temblor,
esto es debido a que los receptores -2 adrenérgicos no solo se localizan en los bronquios, sino
que la activacion del receptor muscular puede provocar este temblor. También se han reportado
palpitaciones y otros efectos adversos no graves, demostrandose su seguridad con un correcto

uso [214].

2.3.1.2. Anticolinérgicos inhalados de accion prolongada (LAMA)

Los anticolinérgicos o antimuscarinicos de accién prolongada (Long-acting muscarinic
antagonist) son farmacos que inhiben la broncoconstriccion mediante su unién a la acetilcolina,
principal neurotransmisor parasimpatico de las vias respiratorias que se asocia con la
contraccion de la musculatura lisa y la secrecion de moco [215,216]. El papel que ejerce la
acetilcolina viene mediando por su unién a los receptores muscarinicos M3 de la musculatura
lisa de las vias respiratorias y activar la contraccidn y la broncoconstriccién. Ademas, al unirse a
los receptores M3 de las células inflamatorias, activa la secrecién de citocinas proinflamatorias

[216].

Existen anticolinérgicos de accién corta (bromuro de ipatropio y bromuro de oxitropio) y de
accién prolongada (bromuro de tiotropio, bromuro de aclidinio, bromuro de glicopirronio,
bromuro de umeclidinio). Se evidencia su seguridad y su efecto broncodilatador y como
mecanismo de prevencién de la remodelaciéon de las vias respiratorias y la inflamacion

eosinofilica [133,155,216].

2.4. Macrdlidos

Los macrdlidos son una familia de antibidticos caracterizados por tener un anillo lactdnico

macrociclico con al menos uno de los azucares de su estructura aminados. Ejercen una accién
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bacteriana y cierto efecto antiinflamatorio causado por la reduccion de las células inmunitarias
y la alteracidon de las células bacterianas [217,218]. En general se trata de farmacos seguros, bien
tolerados y con efectos adversos leves, entre los que se describen como mas frecuentes las

nauseas, diarrea, dispepsia y cefalea [219].

El macrdlido mdas comin empleado en asma es la azitromicina, que ha demostrado su eficacia
con una actividad antiinflamatoria directa, reduccién de la hiperreactividad bronquial y
exacerbaciones, y mejora de la calidad de vida [218,219]. Se administra comUnmente a dosis de
50 mg via oral 3 veces a la semana durante 12 meses en pacientes con AGNC no T2 y triple

terapia (GCl + LABA + LAMA) [3].

2.5. Tratamiento no farmacolégico
2.5.1. Termoplastia bronquial

La termoplastia es una opcién terapéutica no farmacoldgica que se lleva a cabo mediante un
procedimiento de broncoscopia que reduce la capa del musculo liso bronquial, mediante la
aplicaciéon de calor por radiofrecuencia [220-225]. Esta indicado para pacientes con asma AGNC,
qgue no son candidatos a tratamiento con anticuerpos monoclonales o cuyo tratamiento ha

fracasado [3].

Se han reportado resultados en pacientes con asma modera-grave, que tras la intervencion
mostraron una mejora significativa de la calidad de vida, del control y reduccidon de

exacerbaciones, con una eficacia mantenida entre 5y 10 afios [224,226,227].

2.6. Otras opciones de tratamiento
2.6.1. Inmunoterapia

Otra de las opciones terapéuticas para el asma con fenotipo alérgico es la inmunoterapia con
extractos de alérgenos. Se ha demostrado su eficacia en pacientes con una sensibilizacion frente
a alergenos mediada por IgE y que tenga un buen control de la enfermedad, encontrandose en

los escalones terapéuticos de 2 a 4 [228-231].

2.6.2. Vacunacion

La vacunacién antigripal o antineumocdcica estd indicada en pacientes con asma moderada-
grave, ya que presentan una mayor predisposicion a padecer enfermedad invasiva neumocécica
y el padecimiento gripal podria perjudicar el control del asma [232-236]. Evitar estas

complicaciones puede ser una medida preventiva de complicaciones futuras de la enfermedad,
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aunque no hayan mostrado ser procedimientos eficaces en la reduccién de exacerbaciones

[220-223].

2.7. Escalones terapéuticos

La GEMA establece seis escalones del tratamiento de mantenimiento de asma en el adulto con
el fin de conseguir un control adecuado de los sintomas. Estos escalones terapéuticos, se
corresponden a su vez con los escalones descritos anteriormente para la clasificacidon de la

gravedad.

2.7.1. Escalén1

El escaldon 1 se corresponde con el asma intermitente y contempla diferentes opciones
terapéuticas de uso exclusivamente a demanda cuya eleccidn dependera de la valoracién clinica

y funcional del paciente.
Permite el uso de SABA inhalado (salbutamol o terbutalina) a demanda:

- Un maximo de 2 veces al mes: pacientes con sintomas diurnos ocasionales leves y sin
sintomatologia nocturna. Entre crisis el paciente se mantiene asintomdtico (sin
exacerbaciones ni factores de riesgo y funcién pulmonar normal) [2,104].

- Previo al ejercicio fisico: 10-15 minutos previenen la broncoconstriccion inducida por la

actividad fisica [237].

A su vez se puede emplear budesénida/formoterol a demanda ya que ha demostrado su
efectividad en pacientes con asma intermitente en la prevencidn de exacerbaciones y

reducciones del FEno [238,239].

Se contempla una subida de escaldn si el paciente ha requerido el uso superior a 2 veces al mes
de SABA, ha sufrido exacerbaciones durante el afio previo o presenta FEV1<80%, lo que
indicarian un control inadecuado del asma y la necesidad de instaurar una terapia de

mantenimiento [240-242].

2.7.2. Escalon 2

El escaldn 2 se corresponde con el asma persistente leve y afiade a las opciones de terapéuticas
los GCl (beclometasona, budesdnida, ciclesonida, fluticasona o mometasona) como
tratamiento de eleccién de administracién diaria a dosis bajas [243—-246]. Las dosis de GCl (baja,

media, alta) las establece la Agencia Espafiola del Medicamento y quedan recogidas en la Tabla
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6. Los pacientes con asma persistente que nunca han sido tratados suelen comenzar su

tratamiento en este escalén.

En el asma persistente se ha demostrado que el uso continuo de GCl es el tratamiento mas eficaz
para evitar el reducir el riesgo de exacerbaciones y mantener un control de la sintomatologia

[241,246-248].

En este escaldn también se permite el uso de medicacidon a demanda como medida terapéutica
Unica, sin necesidad de tratamiento de mantenimiento, o bien la combinaciéon de ambas. Existe
evidencia de que el uso de budesénida/formoterol a demanda en pacientes con asma
persistente reporta datos similares en la prevencidn de exacerbaciones que el tratamiento con
GCl de forma continua, sin embargo, mostré peores resultados en el control de la sintomatologia
y la mejora de la funcidn pulmonar [249,250]. Otros estudios, reportan que no hay diferencias
estadisticamente significativas en la tasa anual de exacerbaciones entre la administracién de
budesdnida dos veces al dia mas salbutamol a demanda y budesénida/formoterol a demanda

[238].

En este escaldn existen otras opciones de tratamiento ademads del de eleccién y el de rescate,
como los ARTL. Estan indicados para pacientes que con sensibilizacion o los GCl, que no desean
recibir GCI, con rinitis alérgica o con dificultades para realizar una correcta técnica inhalatoria.

[251,252].

Tabla 6. Equivalencias de dosis de GCI segin la GEMA 5.2 [3].

Dosis (ug/dia)

Budesdnida 200-400 400-800 800-1600
Beclometasona dipropionato 200-500 500-1000 1000-2000
Beclometasona extrafina 100-200 200-400 >400
Ciclesonida 80-160 160-300 300-1280
Fluticasona propionato 100-250 250-500 500-1000
Fluticasona furoato - 92 184

2.7.3. Escalén3

El escaldn 3 se corresponde con el asma persistente moderada y el tratamiento inhalado de
eleccion es un GCl a dosis bajas + LABA (salmeterol, formoterol, vilanterol o indacaterol) [253—
256]. Se ha demostrado en diferentes estudios que esta combinacidon contribuye a la
disminucién de sintomas, reduccién de exacerbaciones y medicacidn de rescate, y mejora de la

funcién pulmonar, de forma mas optima que con el aumento de la dosis de GCI.
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En este escaldn se permite usar la terapia MART, es decir, la combinacion de GCI+LABA de inicio
rapido como terapia tanto de mantenimiento como de rescate. Las combinaciones MART
permitidas que poseen evidencia en la reduccion de exacerbaciones y el mejor control de asma
son budesénida/formoterol y beclometasona/formoterol [247,257-264]. Cuando se emplea

esta técnica siempre debe usarse con un dispositivo Unico de inhalacién.

Este nivel también permite la opcidn de incrementar las dosis de GCl a dosis medias, aunque
resulta menos eficaz que la adiccién de un LABA [265-267]; utilizar GCI + ARTL, que resulta mas
eficaz que usar GCl en monoterapia es muy seguro, pero dificulta la desescalada del tratamiento,

es decir, disminuir de forma progresiva las dosis de GCI [268-272].

2.7.4. Escaléon 4

El escaldn 4 se corresponde con el asma persistente moderada y el tratamiento inhalado de

eleccion es un GCI a dosis medias + LABA [254,273-275].

En este nivel se evidencia mayor eficacia en la prevencidn de exacerbaciones con el uso de la
estrategia MART, combinando GCI dosis bajas + formoterol en pacientes que han sufrido al
menos una exacerbacién en el ano previo respecto al uso de GCl a dosis mas altas o GCI+LABA

en con la misma dosis fija [257,276].

Se permite el uso de otras alternativas a GCl dosis media + LABA, aunque menos eficaces en la
reduccion de exacerbaciones, mejora de la funcién pulmonar y control de sintomas, como es la

combinacion de GCI dosis medias + ARLT [269].

2.7.5. Escalén5

El escaléon 5 se corresponde con el asma persistente grave y el tratamiento consiste en el

aumento de las dosis de GCI a dosis altas + LABA [256,277].

Este nivel permite afadir otras terapias de mantenimiento como ARTL o teofilinas de accion

retardada [278-280].

Los pacientes que no hayan conseguido un control de los sintomas a pesar del uso de GCl a dosis
altas + LABA y con un cociente PB de FEV1 <70%, pueden anadir a su terapia de mantenimiento
tiotropio o glicopirronio o para la mejora de la funcidén pulmonar y reduccidn de exacerbaciones

[279,281-284].
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2.7.6. Escalén 6

El escaldn 6 hace referencia a pacientes con el asma persistente grave no controlada y presencia
de exacerbaciones frecuentes y se indica la incorporacién de anticuerpos monoclonales

adecuados al fenotipo de cada individuo [3].

En pacientes con AGNC y fenotipo alérgico, estd indicado el uso de omalizumab, que mejora el
control y reduce el nimero de exacerbaciones [158,285—-287]. En pacientes con AGNCy fenotipo
eosinofilico se indica la valoracidon de mepolizumab, reslizumab y benralizumab, en funcién de
las variables clinicas que presente el paciente. 86-92. En el caso de que el paciente ademas de
presentar un fenotipo eosinofilico tenga niveles elevados de FEno, se aconseja dupilumab

[201,204].

Si se produce fracaso con el uso de terapias biolégicas o mala tolerancia, se puede indicar la
termoplastia bronquial [288]. La ultima opcidn terapéutica de este escaldn es la administracién
glucocorticoides sistémicos (GCS) intentando administrar las dosis mas bajas posibles y durante
el menor tiempo con el que se estime una mejoria. Sin embargo, su administracion se relaciona

con efectos adversos, que pueden derivar en efectos adversos graves [289].

2.8. Resultados clinicos de las terapias biolégicas en AGNC

Segun las indicaciones de GEMA las terapias bioldgicas (TBs) estan indicadas como tratamiento
de referencia para pacientes con AGNC situado como escalén 6 de gravedad. Estas indicaciones

estan avaladas por diferentes ECA y estudios en vida real [3].

2.8.1. Resultados clinicos de omalizumab en AGNC

La primera propiedad atribuida a omalizumab fue la capacidad de inhibir las respuestas alérgicas
tempranas y tardias provocadas por antigenos inhalados [290]. Mas adelante, con el desarrollo
de ECA se demostrd su eficacia en la reduccion de exacerbaciones, mejora de la sintomatologia

y reduccidn de visitas a urgencias, hospitalizaciones y ciclos de GCO [55,159,162,287,291-295].

Busse et al. desarrollaron un ensayo clinico en fase lll, doble ciego, controlado con placebo, en
poblacién mixta con 525 pacientes con AGNC y fenotipo alérgico donde demostraron que el
tratamiento con omalizumab durante 28 semanas redujo el nimero de exacerbaciones y el
porcentaje de pacientes que sufrieron exacerbaciones respecto a placebo (0.28 vs 0.54, p =
0.006 y 14.6% vs 23.3%, p = 0.009, respectivamente), también se redujeron las exacerbaciones
durante la fase de reduccién de GCO (0.39 vs 0.66. p = 0.003 y 21.3% vs 32.3%, p = 0.004). Las

dosis de GCl también se redujeron (75 % vs 50 %, p < 0.001) y se reportaron mejoras significativas
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en la calidad de vida y sintomatologia [162]. Estos resultados estan en concordancia con los
reportados por Solér et al. en un ECA aleatorizado doble ciego controlado por placebo en 546
pacientes asmaticos alérgicos [159] y con los resultados reportados por Holgate et al. que
llevaron a cabo otro ECA doble ciego controlado con placebo en 246 pacientes con asma alérgica
grave, ambos en poblacidon mixta [294]. Ademas, Vignola et al. demostraron la efectividad de
omalizumab en |la mejora de la calidad de vida en pacientes con asma grave vy rinitis alérgica (p
< 0.05) [293]. El metaanalisis de Tsabouri et al. (2014), que incluyd 11 ECA mostré resultados en

la misma linea [296].

El estudio INNOVATE, liderado por Humbert et al., en poblacién mixta con 419 pacientes con
asma alérgica grave en tratamiento con omalizumab durante 28 semanas, observé reducciones
significativas en la tasa anual de exacerbaciones, las visitas a urgencias y consumo de GCO,
ademads de mejoras en la calidad de vida y el flujo espiratorio maximo (p < 0.05) [287]. Estos
resultados estan en concordancia con la revisién sistematica reportada por Rodrigo et al., que
ademds mencionan mejoras significativas en la funcién pulmonar, sintomatologia clinica y

menor uso de broncodilatadores [297].

Abraham et al. (2016) y Alhossan et al. (2017) realizaron revisiones sistematicas de los estudios
en vida real realizados con omalizumab, demostrando que los pacientes con asma alérgica grave
experimentan reducciones significativas en la tasa de exacerbaciones, ingresos hospitalarios y

ciclos de GCO, asi como, mejoras en la funcién pulmonar y el control de los sintomas [298,299].

2.8.2. Resultados clinicos de mepolizumab en AGNC

Mepolizumab fue la segunda linea de terapias biolégicas lanzada al mercado con la reduccion

de exacerbaciones como resultado primario.

El estudio MENSA fue un ECA, doble ciego y controlado por placebo, encabezado por Ortega et
al., que reporto como principales resultados reducciones significativas en la tasa de
exacerbaciones (1.53%, p < 0.001), visitas a urgencias u hospitalizaciones y aumentos mayores
a 100 mL en el FEV1 (p = 0.03). También se recogieron mejora en los cuestionarios de control de
asma, ACQ-5 y Cuestionario Respiratorio de St. George (SGRQ) (L ACQ-5=0.44, p<0.001y |
SGQR =7; p < 0.01, respectivamente) [170]. Otro ECA multicéntrico, el estudio MUSCA liderado
por Chupp et al., reportd resultados en consonancia, con reducciones significativas en el ratio
de exacerbaciones (1.58%, p < 0.001), mejora de la funcién pulmonar (1FEV1 pre-PB 120 mL; p
=0.01) y en la calidad de vida (L ACQ-5=0.4y \\SGRQ = 7.7, p < 0.001) [300]. En linea con estos
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resultados también se encuentra el estudio SIRIUS, que ademas reportd con resultado principal

reducciones significativas en el uso de GCO (p = 0.007) [107].

Los estudios de la vida real también informaron de mejoras en la funcién pulmonar, el control
del asma, la reduccién del uso de ciclos de GCO y GCO de mantenimiento, y la disminucién de
los recuentos de eosindfilos y las exacerbaciones [173,178—184]. Una revisién de Israel E. et al.
(2021) reportd resultados de estudios retrospectivos que reflejaron reducciones significativas
del 54% al 94% en el requerimiento de ciclos de GCO (p < 0.001 y p = 0.001, respectivamente) y
reducciones del 55% en las exacerbaciones que requirieron urgencias u hospitalizacion (p <
0.001). EI 73% (p = 0.004) y el 83% (valores de p no comunicados) mostraron reducciones en la
tasa de exacerbaciones que requirieron hospitalizacién; del 27% al 84% habian suspendido los
GCO de mantenimiento y del 32% al 100% habian reducido la dosis inicial de mantenimiento
(p<0.001); la funcién pulmonar mejord del 3% al 8% (p < 0.05) [181]. Sin embargo, hay estudios

no muestran una mejora de la funcién pulmonar [173,178,184].

2.8.3. Resultados clinicos de benralizumab en AGNC

Los principales ECA que demuestran la eficacia de benralizumab son CALIMA, SIROCCO y ZONDA
[194,195,275].

El estudio CALIMA es un estudio en fase lll, doble ciego controlado por placebo, liderado por
FitzGerald et al., que estratificé a los pacientes en funcidn del recuento de eosindfilos en sangre:
> 300 cel./uL y < 300 cel./uL [195]. Se reportaron reducciones significativas en el ratio de
exacerbaciones (= 300 cel./uL: .28%, p = 0.01 y < 300 cel./uL: 1 48%, p = 0.004), mejora de la
funcién pulmonar con incrementos del FEV1 pre-PB (> 300 cel./uL: 1 116 mL, p =0.01) y de la
calidad de vida reportada por el cuestionario ACQ-6 (> 300 cel./uL: | 0.25, p = 0.008). En
consonancia con estos resultados, se encuentra el estudio SIROCCO de Bleecker et al., en el que
los pacientes fueron estratificados de la misma forma [194]. En el estudio ZONDA de Nair et al.
se observaron reducciones significativas del 70% de la tasa de exacerbaciones (p < 0.001) y

reducciones del 75% en el uso de GCO (p < 0.001) [301].

Los estudios realizados en la vida real en los ultimos afios coinciden con nuestra investigaciéon
[196—199]. Entre estos estudios, una reciente revisidn sistematica y metaanalisis realizada por
Charles, D. et al. (2022), muestra que benralizumab produce cambios significativos (p < 0.05) en
la tasa anual de exacerbaciones y en el porcentaje de FEV1, una mejoria significativa de los

sintomas de asma medidos por ACT y una disminucidn de la eosinofilia en sangre [302].
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2.9. Factores prondsticos del tratamiento con terapias bioldgicas en AGNC

En los ultimos afios la GEMA ha hecho referencia a la importancia futura de poseer
biomarcadores que identifiquen las caracteristicas clinicas e inflamatorias de los pacientes

candidatos a recibir una terapia bioldgica [3].

2.9.1. Factores prondsticos del tratamiento con omalizumab

En el tratamiento del AGNC con fenotipo alérgico es muy importante la realizacién de un cribado

exhaustivo para identificar a los pacientes candidatos a la terapia anti-IgE con omalizumab.

El estudio EXTRA demostrd que los niveles elevados de eosinéfilos en sangre, FENO y periostina
sérica podian considerarse indicadores fiables de inflamacién asmatica T, con capacidad para
predecir un buen efecto terapéutico de omalizumab [303,304]. Sin embargo, un estudio
retrospectivo posterior revelaba que la respuesta terapéutica a omalizumab era similar en
pacientes con niveles de eosindfilos altos (< 300 cel./uL) o bajos (> 300 cel./uL) [305]. Los
ensayos PROSPERO Y STELLAIR, indicaron que los recuentos de eosindfilos en sangre no
predecian la reduccidon de exacerbaciones con omalizumab, pero si podian predecir el control

de la sintomatologia [306,307].

A pesar de los marcadores reportados, el estudio INNOVATE con analisis post hoc de cinco

estudios clinicos no idéntico ningln marcador para predecir la respuesta de omalizumab [308].

2.9.2. Factores pronosticos del tratamiento con mepolizumab

Uno de los principales marcadores reportados como factor prondstico de la respuesta a
mepolizumab es el recuento de eosindfilos. Los analisis DREAM y MENSA indicaban recuentos >
150 cel./uL se asociaban a reducciones en la tasa de exacerbaciones y > 500 cel./ uL predictivos

del FEV1 [171].

Otros estudios descartan la influencia de los niveles de FEno como factor prondstico de la
respuesta a mepolizumab, lo cual resulta légico porque la produccidn de FEno s promovida por

IL-13, no por la IL-5 [304,309].

2.9.3. Factores prondsticos del tratamiento con benralizumab

Los resultados agrupados del SIROCCO y CALIMA reportaron que recuentos de eosindfilos en

sangre > 300 cel./uL eran predictores de la tasa de exacerbaciones, FEV1 y ACQ-6 [194,195].
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Otro estudio estudio la implicacién de quimiocinas como IFN-y y TNF-a, asociando los niveles

bajos en suero de estas citocinas inflamatorias con una respuesta positiva a benralizumab [310].

El principal estudio en vida real que informa de marcadores de respuesta relaciona la ausencia
de exacerbaciones y de GCO con un fenotipo fuertemente eosinofilico y una menor gravedad de

la enfermedad [200].

2.10. Farmacogenética de las terapias bioldgicas en AGNC

El principal reto en el tratamiento del asma reside en su heterogeneidad. Dada la complejidad
de la enfermedad y la dificultad de control, las opciones mds prometedoras han surgido en la
ultima década con el desarrollo de terapias bioldgicas como alternativa y/o complemento del
tratamiento, en concreto, los anticuerpos monoclonales frente a dianas selectivas (6). Dentro
de estos anticuerpos monoclonales, destacan los que se dirigen a diferentes mediadores de la

respuesta inmune tipo 2 para el tratamiento del asma grave (13).

Es bien sabido, que la variabilidad genética interindividual puede contribuir en respuesta al
farmaco, desde la falta de eficacia hasta la susceptibilidad a reacciones adversas. La
identificacion de predictores genéticos de respuesta, tanto terapéutica como adversa, podrian
ayudar a determinar que pacientes se beneficiarian del tratamiento de forma previa a su
instauracién. La farmacogendmica, es una parte de la biologia molecular que investiga las
variaciones del genoma en relacion con la respuesta a farmacos, lo que permite la identificacién
de nuevas dianas terapéuticas. La farmacogenética por su parte estudia la influencia de
variaciones en la secuencia de ADN de un gen concreto en la respuesta a un farmaco. Esto
permitiria, por tanto, construir una base genética de las diferentes respuestas de los individuos
a un mismo farmaco. Las variaciones mas frecuentes son los polimorfismos de un solo nucleétido
(Single Nucleotide polymorphisms, SNPs) localizados en un gen implicado en la ruta de accion de
un farmaco. Consecuentemente, la farmacogenética es una importante herramienta que nos
acerca hacia una medicina personalizada que, combinada con las caracteristicas clinicas y
factores asociados al paciente, contribuird en la obtencién de un tratamiento Unico, eficaz y
efectivo. La medicina personalizada tiene un gran impacto clinico, econémico y bibliométrico.
En primer lugar, el paciente recibira un tratamiento individualizado que permitird una maxima
efectividad y baja probabilidad de reacciones adversas, mejorando su calidad de vida. En
segundo lugar, el gasto sanitario suele elevarse por la falta de herramientas que ayuden a
seleccionar el fdarmaco mas adecuado al paciente, de esta forma al tener marcadores previos de
respuesta reducirian el gasto sanitario en atencién médica, visitas a urgencias vy

hospitalizaciones. Y, en tercer lugar, podria tener un fuerte impacto bibliométrico el describir
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nuevos marcadores genéticos de respuesta asociados en este caso a terapias bioldgicas frente
al AGNC, ya que en la actualidad adn no hay ninguna referencia que haya descrito SNPs
relacionados con la respuesta a estas terapias. Hoy en dia la implicacidn de la farmacogenética
estd experimentando grandes avances con algunas implicaciones con suficiente evidencia como
para instaurar la determinacién de SNPs en la practica clinica rutinaria, sin embargo, aun son
pocas las guias clinicas instauradas de ahi la necesidad de continuar con la investigacidn para

poder seguir aprovechando esta herramienta.

El asma es un sindrome complejo consecuencia de la interaccion de numerosos genes vy
exposicién ambiental. Existen pocos estudios relacionados con el AGNC que permitan
determinar con precision qué genes son los responsables de que un individuo tenga mayor
susceptibilidad de responder a una terapia bioldgica u otra. En la actualidad se han llevado a
cabo estudios de aproximacién del genoma completo GWAS que analizan cientos de miles de
polimorfismos distribuidos por todo el genoma en busca de variables que estén asociadas a
desarrollar un AGNC, con la respuesta al tratamiento con GCl, altos recuentos de eosinéfilos y
con la regulacidn y expresion de la IL-5 e IgE, las moléculas mas importantes en el desarrollo del
asma alérgica y eosinofilica y las principales dianas terapéuticas estudiadas en las terapias

biolégicas en AGNC [311-316].

2.10.1. FCER

El gen FCER1A que codifica la cadena alfa del receptor de alta afinidad para IgE se encuentra
localizado en el cromosoma 1g23. El gen consta de seis exones y dos transcritos, por lo que, en
consecuencia, hay dos regiones promotoras. Se ha informado que una de estas regiones
proximales, que se encuentra aguas arriba del exdn 2, esta asociada con los niveles de expresion
de IgE, asi como con la susceptibilidad a las enfermedades atdpicas en muchos estudios previos
[317-320]. En esta region hay dos SNPs, rs2251746 (T > C) y rs2427837 (C > T), que han sido
ampliamente estudiados por su relacién con altos niveles de IgE sérica [321-323], lo que

estimula el entrecruzamiento IgE-FceRlI liberando citocinas proinflamatorias como IL-5 [324]

No se ha estudiado previamente su asociacién con la respuesta a TBs en AGNC, pero En-Chinh
Liao et al. relacionaron los genotipos FCER1B rs2427827-CT/TT y FCER1B rs2251746-TC con
niveles mas elevados de IgE total, IgE especifico y células B de secrecién de IgE (p<0.001) [321].
Ademas, estos SNPs se han relacionado con una mayor expresién del complemento Ce [321].

Estos resultados son respaldados por otros autores [322,323].
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La subunidad beta del receptor épsilon de inmunoglobulina de alta afinidad es una proteina que
en humanos esta codificada por el gen FCER1B, que estd localizado en el cromosoma 11g12-13
y actiia como amplificador de sefial de FceRI. En este gen se han descrito los SNPs rs1441586 (T
> C), rs573790 (T > C), rs1054485 (T > G) y rs569108 (A>G), comunes en la patologia asmatica,

atopia y relacionados con altos niveles de IgE [325-329].

Los polimorfismos rs1441586 (-109C/T) y rs573790 (-752C/T) se encuentran en la region
promotora del gen. Nishiyama et al. reportaron que los SNPs -109T y -752T estaban asociados
con una menor expresion del gen en la superficie de basdfilos [330]. El rs1054485 es una variante
de codificacion localizada en el exdn 6 y produce una sustitucidn de leucina por isoleucina en la
posicion de aminoacido 181 (l1181L), que podria influir en la sefalizacion de las colas
citoplasmaticas de las cadenas B [325]. El SNPs rs569108 se encuentra en el exdn 7 y produce
una sustitucién de adenina por guanina, cambiando el residuo de aminoacido 237 de acido
glutdmico a glicina (E237G) en la cola citoplasmatica de la proteina. Esto puede producir que
E237G introduzca un cambio de hidrofobicidad dentro del extremo C-terminal de FceRlI, que es
adyacente a la activacidn de la tirosina del inmunorreceptor (ITAM) y puede afectar la capacidad

de sefializacidn intracelular de FceRI [331].

No se han reportados estudios que estudien la asociacién de estos SNPs con la respuesta a las
TBs, pero si se ha reportado la presencia del genotipo FCER1B rs573790-CC en pacientes con
enfermedad respiratoria exacerbada por aspirina (AERD) y asma [332]. La presencia de los alelos
FCER1B rs569108-G y FCER1B rs1441586-T se asociaron con un riesgo aumentado de asma, lo
que podria postular los alelos de menor riesgo con mejor prondstico a estas TBs [328,333-336].
Por otro lado, el alelo FCER1B rs1054485-G se relaciond con recuentos de eosindfilos

significativamente elevados y asma [327,328].

2.10.2. FCGR

La funcién de la regidn Fc de IgG es aumentar la estabilidad y prolongar la vida media del
farmaco, mejorando asi su farmacocinética [337]. La regién Fc de la 1gG1 humana se une
selectivamente a los receptores Fc-gamma (FcyR) de la superficie de linfocitos B, células
dentriticas (DCs) y macrofagos, que son glicoproteinas integrales de membrana que exhiben una
activacion compleja o efectos inhibidores sobre las funciones celulares del anticuerpo tras la
agregacion a IgG [338,339]. Entre los procesos celulares en los que estan implicados se incluyen
la inflamacién medida por anticuerpos, proliferacion de linfocitos B, maduracién de DCs y
regulacién de citoquinas [340]. La interaccion de los FcyR con la region Fc de las TB ocasiona

liberacion de citoquinas, apoptosis, citotoxicidad dependiente de anticuerpos y eliminacion de
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complejos inmunes a través de macréfagos [338,339,341,342]. Existen diferentes tipos de FcyR,
FcyRI (CD64), FcyRII (CD32) y FcyRIII (CD16), en los que la afinidad por la regién Fc de 1gG puede
variar modificando la respuesta a terapias bioldgicas [339]. Se han estudiado SNPs en los genes
FCGR2A, FCGR2B y FCGR3A (cromosoma 1g23.3) de los receptores FcyR, que podrian afectar a

la estabilidad de unidn de la regién Fc de las TBs.

El FcyRIl se expresa en neutrofilos, macréfagos y monocitos. El SNP FCGR2A rs1801274 (A > G)
produce una sustitucién de histidina por arginina en la posicion 131 (His131Arg) [343,344].
Estudios previos en otras patologias mostraron que el FCGR2A con His en lugar de Arg en la
posiciéon 131 se traducia en una mayor afinidad por IgG1 [345]. El receptor FcyRllb, es un
receptor inhibidor de IgG, cuyos SNPs que se han correlacionado con la regulacién negativa de
la expresion de FcyRlIlb en las células B y la regulacién positiva de las respuestas de anticuerpos
IgG [346,347]. Algunos de estos SNPs son FCGR2B rs3219018 (G > C) y FCGR2B rs1050501 (T >
C).

El FcyRllla se expresa en macréfagos, DCs y células NK [348].El SNP FCGR3A rs396991 (A > C)
produce una sustitucion de fenilalanina por valina en la posicién 158 (Phe158Val). En estudios
previos con otras TBs muestran que la variante de baja afinidad FCGR3A-p.158Phe se asocia con
un menor aclaramiento de la TB y consecuentemente con una mejor respuesta terapéutica
[345]. El segundo sitio polimdrfico en el dominio extracelular se corresponde con FCGR3A
rs10127939, que se encuentra en el residuo de aminoacido 66 y es trialélico, produciendo un
cambio de leucina por arginina o histidina (L66R/H), que inhibe la glicosilacion y esto a su vez

puede influir en la afinidad de unién del ligando por FcyRllla [349].

2.10.3. IL1RL1

La IL-1 es una citocina proinflamatoria de los linfocitos Th2 y su expresiéon se encuentra
aumentada en asma ya que promueve la activacidn de los linfocitos T y por consiente, la
promocién en el recuento de eosinodfilos [350]. Recientemente se ha informado que IL-33
pertenece a la familia de las IL-1, con capacidad para la produccidn de Th2. Sus funciones estan
mediadas por el receptor de IL-1 (IL1RL1), que da lugar a la liberacion de mediadores alérgicos y
eosindfilos, como IL-5 e IL-13, lo que tiene como resultado un aumento del recuento de
eosindfilos y la inflamacion eosinofilica [351], lo que podria influir en la respuesta a
mepolizumab y benralizumab. El gen IL1RL1 ha sido estudiado en multiples GWAS como gen de
susceptibilidad al desarrollo de asma, la respuesta del tratamiento con corticoides inhalados y
un aumento significativo de la IgE sérica [311-315], pudiendo verse afectada la respuesta a

omalizumab.




Tesis doctoral Susana Rojo Tolosa i INTRODUCCION

IL1IRL1 se encuentra en el cromosoma 2g12. Los SNPs rs1420101 (C > T), rs17026974 (G > A),
rs1921622 (G > A) pueden actuar como promotores de la respuesta inflamatoria de tipo 2 en las
vias respiratorias, con mayores recuentos de IgE sérica, alta eosinofilia y menor reversibilidad

de FEV1, sin embargo, no se ha estudiado su relacién con la respuesta a TBs [313,314,352]

2.10.4. IL5

Como se ha descrito anteriormente la IL-5 es el factor bioldgico mds importante responsable de
la diferenciacion, el crecimiento, la activacidn, la supervivencia y el reclutamiento de eosinéfilos
en las vias respiratorias. Existen estudios que asocian polimorfismos de nucleétido Unico en el
gen de /L5 con asma atdpica, un aumento de la expresiéon de ARNm de IL5, una funcidn

disminuida de la funcién pulmonar y con el recuento eosinofilico [353,354]

El gen IL5 se encuentra en el cromosoma 5g31. En este gen se reconocen dos SNPs, rs4143832
(G>T)yrs17690122 (A > G) relacionados con el recuento de eosindfilos y los niveles de IL-5 en

asma e infarto de miocardio, pero se desconoce su papel en la respuesta a estas TBs [313].

2.10.5. RAD50

La IL-5 es fundamental para la maduracion y diferenciacion de eosinéfilos. Por el contrario, los
granulos especificos de eosindfilos pueden almacenar IL-5, lo que indica que estas células
también podrian contribuir a aumentar los niveles circulantes de IL-5 [355,356]. Otros autores
plantearon que la proteina reparadora de roturas de doble hebra, RAD50, podria actuar como
factor comun regulando los niveles de IL-5. Se han detectado SNPs en este gen fuertemente
ligados a los niveles de IL-5 y eosinofilia [357], lo que podria afectar a la respuesta terapéutica

de las TBs anti IL-5.

RAD50 es un gen codificador de proteinas que se ubica en el cromosoma 5q31.1, en él se han
estudiado dos SNPs, rs11739623 (C > T) y rs4705959 (T > C), en los que se postula un posible
efecto sobre la expresiéon de RAD50, lo que podria influir en los niveles de IL-5 y eosindfilos [357].
No se ha estudiado su asociacidn con la respuesta a las TBs anti IL-5, pero un estudio previo
mostré asociacion del alelo RAD50 rs4705959-T con niveles aumentados de eosinodfilos y

menores niveles de IL-5, lo que podria justificar una mejor respuesta [357].

2.10.6. C3

En el asma alérgica el papel patogénico de la IgE depende de su unidén, a través de los dominios
Ce3 a receptores de alta afinidad (FceRl) y baja afinidad (FceRIl/CD23) expresados por muchas
células [34].
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El polimorfismo C3 rs2230199 (G>C) produce un cambio de Arginina por Glicina en la posicion
102 (p.Argl02Gly), dando lugar a una variante sin sentido que altera parcialmente la
funcionalidad del complemento en el asma [358]. No se ha estudiado previamente la relacién
de este SNP con la respuesta a omalizumab, pero si hay autores que asocian cambios en la
funcionalidad del gen con alteraciones en la produccion de IL-4 y las respuestas IgE e IgG
especificas [358], lo que conduce a pensar que si se altera la funcionalidad del gen también

podria verse alterada la unién de omalizumab a IgE.

2.10.7. GATA2

La proteina de unién a GATA2, miembro de la familia de los factores de transcripcion GATA,
tiene un papel fundamental en la diferenciacidon de mastocitos. Los mastocitos presentan FceRl
en la superficie celular que se une selectivamente a la IgE desencadenando la reaccidn alérgica
[359]. GATA2 se unen a la regidon promotora de FceRla y al promotor de FceRIB, regulando a la

expresion FceRly la actividad de desgranulacién mediada por IgE [360].

El gen GATA2 se encuentra localizado en el cromosoma 3q21. Estudios previos remarcan el
importante papel de GATA2 como factor de transcripcidon que actia regulando Ia
hematopoyesis, participando principalmente en la diferenciacion de las células Th2. Se ha
asociado el SNP GATA2 rs4857855 con recuentos elevados de eosindfilos [313,360], pero no ha

sido estudiado su papel en la respuesta a TBs.

2.10.8. IKZF2

El gen IKZF2 pertenece a la familia IKAROS de proteinas zinc-finger. Los miembros de esta familia
son factores de transcripciéon hematopoyéticos especificos del desarrollo de linfocitos [361].
Estudios asocian la presencia de SNPs en este gen con el recuento de eosindfilos en asma

[313,353].

IKZF2 se ubica en el cromosoma 2g13. Este gen no se ha relacionado con la biologia de
eosinodfilos, pero es un regulador del desarrollo y diferenciacion de linfocitos a través de la
regulacién transcripcional [362]. De forma previa se ha asociado este SNP con elevados

recuentos de eosindfilos en sangre [313].
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3. HIPOTESIS

Los marcadores clinicos, sociodemograficos y genéticos podrian actuar como predictores de
respuesta al tratamiento con omalizumab, mepolizumab y benralizumab en pacientes

diagnosticados asma grave no controlada.

4. OBIJETIVOS

4.1. Objetivo principal

Evaluar la influencia de SNPs en los genes IL1RL1, IL5, GATA2, IKZF2, RAD50, C3, FCERIA,
FCER1B), FCGR2A, FCGR2B y FCGR3A, factores clinicos y bioquimicos, como marcadores
predictores de la respuesta al tratamiento con omalizumab, mepolizumab y benralizumab tras

12 meses, en pacientes diagnosticados de asma grave no controlada.

4.2. Objetivos especificos

e Determinar los SNPs rs1420101 (/L1RL1), rs17026974 (/L1RL1), rs1921622 (/IL1RL1),
rs4143832 (IL5), rs17690122 (/L5), rs4857855 (GATA2), rs12619285 (IKZF2),
rs11739623 (RAD50), rs4705959 (RAD50), rs2251746 (FCER1A), rs2427837
(FCER1A), rs1441586 (FCER1B), rs573790 (FCER1B), rs1054485 (FCER1B),
rs2230199 (C3), rs1801274 (FCGR2A), rs3219018 (FCGR2B), rs1050501 (FCGR2B),
rs10127939 (FCGR3A) y rs396991 (FCGR3A) en pacientes tratados con omalizumab,

mepolizumab y benralizumab.

e Medir la efectividad de omalizumab, mepolizumab y benralizumab segun la
respuesta satisfactoria a la reduccién de GCO, reduccidon de exacerbaciones y
mejora de la funcidon pulmonar, a 12 meses desde el inicio del tratamiento, en los

pacientes con asma grave no controlada.

e Evaluar la influencia de las variables independientes: sexo, edad de diagndstico de
asma, edad de inicio de tratamiento de la TB, afios con asma, duracién de la TB,
tabaquismo, IMC, enfermedad respiratoria previa, poliposis, alergias, EPOC, ERGE,
SAHS, dosis de GCI, ciclos de GCO durante el afio previo a la TB, %FEV1,
exacerbaciones durante el afio previo, recuento de eosindéfilos en sangre, IgE y TB
previa; con la efectividad del tratamiento, es decir, respuesta a la reduccién de
GCO, reduccién de exacerbaciones y mejora de la funcién pulmonar, tras 12 meses

desde el inicio de omalizumab, mepolizumab o benralizumab.
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Evaluar la asociacion existente entre los genotipos obtenidos de los SNPs analizados
y los pardmetros determinantes de la efectividad del tratamiento con omalizumab,

mepolizumab y benralizumab.







MATERIAL Y
METODOS
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5. MATERIAL Y METODOS
5.1. Diseiio del estudio

Se realizé un estudio observacional de cohortes retrospectivo.

5.2. Declaracidn ética

Este estudio se llevd a cabo de acuerdo con la Declaracién de Helsinki, bajo la aprobaciéon del
Comité de Etica e Investigacion del Hospital Universitario Virgen de las Nieves (HUVN) (Anexos
1, 2 y 3). Los sujetos participantes en el estudio recibieron una hoja de informacion sobre el
proyecto (Anexo 4) y firmaron un consentimiento informado para la recogida y analisis genético
de las muestras de saliva, y su donacion al Biobanco del Sistema Sanitario Publico de Andalucia

(Anexo 5) y. La identificacién de las muestras se realizé con una codificacién alfanumérica.

5.3. Poblaciéon y ambito de estudio

Pacientes diagnosticados de asma grave no controlada en tratamiento con omalizumab,

mepolizumab y benralizumab.

5.4. Alcance geografico y temporal

El estudio incluyd 282 pacientes diagnosticados de asma grave no controlada en tratamiento
con omalizumab, mepolizumab y benralizumab entre 2007 y 2022 en el Servicio de Neumologia

y en el Servicio de Farmacia del HUVN.

5.5. Criterios de inclusion

e Pacientes caucdsicos.

e Edad mayor de 18 afios.

e Pacientes diagnosticados de asma grave no controlada, segun los criterios de
clasificacion de la GEMA.

e Pacientes tratados con terapias bioldgicas: omalizumab (administracién subcutanea,
dosis de 75 mg a 600 mg, segun la concentracidn inicial de IgE y el peso del paciente,

cada 2 o 4 semanas), mepolizumab (subcutanea, 100 mg cada 4 semanas) y
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benralizumab (30 mg cada 4 semanas las tres primeras dosis y posteriormente cada 8
semanas).
e Periodo de seguimiento de, al menos, 12 meses desde el inicio de la terapia bioldgica.
e Pacientes que aceptaron participar de forma voluntaria en el estudio y firmaron el
consentimiento informado de acuerdo con la Ley 14/2007 de Aceptacion de

Investigacion Biomédica.

5.6. Criterios de exclusidn

e Pacientes que se nieguen a participar en el estudio.

e Mujeres embarazadas, en periodo de lactancia o que quieran quedarse embarazadas
durante el periodo del estudio.

e Pacientes con hipersensibilidad a omalizumab, mepolizumab, benralizumab, o a
cualquiera de los excipientes contenidos en las formulas farmacéuticas.

e Pacientes con historia clinica no disponible para hacer el seguimiento.

5.7. Variables
5.7.1. Variables dependientes o de respuesta
5.7.1.1. Medidas de la respuesta

Siguiendo las recomendaciones del Documento de Consenso de Asma Grave 2020 de la Sociedad
Espafiola de Neumologia y Cirugia Toracica (SEPAR), las variables seleccionadas como variables

de respuesta fueron las siguientes:

e Reduccidn de ciclos de GCO, considerando como respuesta satisfactoria una reduccion
de al menos el 50% de los ciclos o ausencia de ciclos de GCO durante los 12 primeros
meses del tratamiento.

e Reduccidn del GCO de mantenimiento, considerando como respuesta satisfactoria una
reduccién de al menos el 50% del GCO de mantenimiento o ausencia, durante los 12
meses de seguimiento.

e Mejora de la funcién pulmonar, considerando una respuesta satisfactoria en el aumento
de al menos un 10% en el FEV1 o consiguiendo valores de FEV1 > 80% tras 12 meses de

tratamiento.
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e Reduccion de exacerbaciones con requerimiento de urgencia y/o hospitalizacion,
tomando como respuesta satisfactoria una reduccidn de al menos el 50% o la ausencia

de exacerbaciones durante los 12 primeros meses de tratamiento.

Por consiguiente, la evaluacidon de la respuesta al tratamiento con estas tres TBs se realizd
utilizando tres variables dependientes: reduccidén de GCO, mejora de la funciéon pulmonar y
reduccion de exacerbaciones, tras 0 y 12 meses de terapia con omalizumab, mepolizumab y

benralizumab.

5.7.2. Variables independientes
5.7.2.1. Variables sociodemograficas

- Edad de diagnéstico de AGNC. Edad del paciente a la fecha del diagnéstico de la
enfermedad. Variable cuantitativa continua.

- Edad de inicio de la TB. Edad del paciente a la fecha de inicio de tratamiento con la TB.
Variable cuantitativa continua.

- Sexo (H/M). Variable cualitativa nominal.

- Habito tabaquico. Variable cualitativa nominal que toma los valores de:
fumador/exfumador/no fumador.

- IMC. Variable cualitativa nominal que toma los valores de: bajo peso (IMC < 18,5), peso

saludable (18.5 < IMC < 24.9), sobrepeso (25 < IMC < 29.9) y obesidad (IMC > 40).

Estas variables se recogieron a partir de las historias clinicas de los pacientes, procedentes de

los datos recogidos por el neumdlogo.

5.7.2.2. Medidas bioquimicas y bioldgicas

- Eosindfilos. Variable cuantitativa continua (Valores normales: 1-10 mm/H).

- IgE. Variable cuantitativa continua (Valores normales: 1-10 mm/H).

Los valores de eosindfilos e IgE se obtuvieron a partir de las analiticas realizadas a los pacientes

alos 0y 12 meses desde el inicio de la TB.

5.7.2.3. Medidas fisicas

- Asthma Control Test (ACT). Valoracion por parte del paciente de 5 preguntas
relacionadas con la frecuencia de los sintomas asmaticos y el uso de medicacién de

rescate que ha precisado en las 4 semanas previas. Toma valores de 5-25.
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Estos parametros fueron recogidos a partir de las historias clinicas de los pacientes, procedentes

de los datos recogidos por el neumdélogo.

5.7.2.4. Variables clinicas

- Duracidn de la enfermedad (afios). Desde el diagndstico hasta el inicio de la TB. Variable
cuantitativa continua.

- Enfermedad respiratoria diferente al asma. Variable cualitativa nominal.

- Pdlipos. Variable cualitativa nominal.

- Alergias. Variable cualitativa nominal.

- ERGE. Variable cualitativa nominal.

- SAHS. Variable cualitativa nominal.

- EPOC. Variable cualitativa nominal.

- GCl de mantenimiento (ug/dia). Variable cuantitativa continua que se expresa como
equivalentes de propionato de fluticasona.

- Ciclos de GCO (n/afio). Variable cuantitativa continua.

- Ciclos de GCO. Variable cualitativa nominal.

- GCO de mantenimiento (mg/dia). Variable cuantitativa continua que se expresa como
equivalentes de prednisona.

- GCO de mantenimiento. Variable cualitativa nominal.

- %FEV1. Variable cualitativa nominal que toma los valores <80% y >80%.

- Exacerbaciones (n/afio). Variable cuantitativa continua.

- Exacerbaciones. Variable cualitativa nominal.

Estos parametros fueron recogidos a partir de las historias clinicas de los pacientes, procedentes

de los datos recogidos por el neumdlogo.

5.7.2.5. Variables farmacoterapéuticas

- Duracidn de la TB (afios). Variable cuantitativa continua.
- TB previa. Variable cualitativa nominal.

- Cambio de TB. Variable cualitativa nominal.

Estos parametros fueron recogidos a partir de las historias clinicas de los pacientes, procedentes
de los datos recogidos por el neumdlogo y el farmacéutico hospitalario encargado de la unidad

de pacientes externos.
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5.7.2.6. Variables genéticas

- Estatus de los marcadores genéticos. Variable cualitativa ordinal que toma los valores

Homocigoto AA/Homocigoto aa/Heterocigoto Aa.

Las variables genéticas fueron obtenidas a partir de los andlisis de deteccién de SNPs realizados

en la unidad de farmacogenética del servicio de farmacia del HUVN.

5.7.2.6.1. Extraccién y purificacion de ADN

Las muestras de saliva se recogieron en hisopos bucales (Kit OCR-100). La extraccion de ADN se
realizé utilizando el kit de extraccion QlAamp DNA Mini (Qiagen GmbH, Hilden, Alemania),
siguiendo las especificaciones proporcionadas por el fabricante para la purificacién de ADN a
partir de saliva y se almacend a -40°C. La concentracion y la pureza del ADN se midieron con el
espectrofotometro de UV NanoDrop 2000 mediante la relacién de absorbancia a 260/280 y

260/230.

5.7.2.6.2. Anadlisis de polimorfismos genéticos mediante Real Time PCR

La identificacion de genotipos de los SNPs /LIRL1 C>T (rs1420101), /IL1RL1 G>A (rs17026974),
ILIRL1 G>A (rs1921622), IL5 T>G (rs4143832), IL5 A>G (rs17690122), GATA2 C>T (rs4857855),
IKZF2 A>G (rs12619285), RAD50 C>T (rs11739623), RAD50 T>C (rs4705959), FCERIA T>C
(rs2251746), FCERIA G>A (rs2427837), FCER1B T>C (rs1441586), FECR1B T>C (rs573790),
FCER1B T>G (rs1054485), €3 G>C (rs2230199), FCGR2A A>G (rs1801274), FCGR2B A>G
(rs3219018), FCGR2B G>C (rs1050501), FCGR3A T>C (rs10127939) y FCGR3A A>C (rs396991) se
realizd mediante reaccion en cadena de la polimerasa a tiempo real (Real Time PCR) con sondas
TagMan™ especificas de alelo. Los assay ID utilizados se muestran en la Tabla 7. La técnica y el
analisis se llevaron a cabo en el Applied Biosystem StepOne Real Time PCR System (ABI Applied
Biosystems, 7300 Real-Time PCR System, Foster City, CA, USA). Los ensayos TagMan™ se basan
en la composicién quimica de 5' nucleasa, que utiliza una sonda fluorogénica para habilitar la
deteccion de un producto de PCR especifico conforme se acumula durante la PCR. Los reactivos
TagMan™ contienen sondas con diferentes fluorocromos el extremo 5'y uniones al surco menor
(MGB) y supresores no fluorescente (NFQ) en el extremo 3'. El fluorocromo VIC se encuentra
unido en el extremo 5’ de la sonda del alelo 1 y el FAM al extremo 5’ de la sonda del alelo 2. El
NFQ, mientras la sonda permanece intacta, inhibe la fluorescencia que emite el fluorocromo por
medio de transferencia de energia de resonancia de Forster (FRET). Cuando la sonda hibrida,
ocurren cambios conformacionales en fluorocromo y el NFQ, lo cual permite que la actividad

exonucleasa 5’-3’ de la Taq polimerasa rompa esta union, logrando que la fluorescencia emitida
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por el fluorocromo sea liberada y capturada por el equipo. En cada ciclo se separan mas
moléculas de fluorocromo de las sondas especificas, produciéndose un aumento de la intensidad
de fluorescencia, que serd proporcional a la cantidad de amplicén producido. En funciéon del
genotipo que presente el ADN del individuo, emitira fluorescencia el fluorocromo VIC, el FAM o

ambos.

Las condiciones de reaccion de PCR fueron: 1) inicid el proceso con la desnaturalizaciéon a 95°C
durante 10 minutos; 2) 40 ciclos de desnaturalizacion a 95°C durante 15 segundos 3) extension

a 60°C durante 60 segundos.

El 10% de los resultados fue confirmado mediante secuenciacidon Sanger. Los criterios para el
control de calidad de los SNPs fueron (1) tasa de genotipos perdidos por SNP < 0.05; (2)
frecuencia de alelos menores > 0.01; (3) valor p > 0.05 en el test de equilibrio Hardy-Weinberg

(HWE); (4) tasa de genotipos perdidos entre casos y control < 0.05.

Tabla 7. Caracteristicas de los SNPs utilizados y metodologia de analisis.

Gene SNP dbSNP ID Assay ID
IL5 T>G rs4143832 C__28028637_10
(5931) A>G rs17690122 C__33291516_10
RADS50 CT rs11739623 C_31237883_10
(5931.1) T>C rs4705959 C__2549990_10
FCERIA T>C rs2251746 C__1840470_20
(1923) G>A rs2427837 C__16233438_20
T>C rs1441586 C__1842226_10
FCER1B T>C rs573790 C 900105_20
(11g12-13) T>G rs1054485 C__2932371_10
A>G rs569108 C 900116_10
IkzF22 A>G rs12619285 C__1861821_10
(2913)
(Flz(;gz:) A>G rs1801274 C___9077561_20
FCGR2B G>C rs3219018 ANPRZAZ
(1923.3) T>C rs1050501 ANRWUVX
FCGR3A A>C rs10127939 C__57480226_10
(1923.3) A>C rs396991 C__25815666_10
IL1RL T rs1420101 C___8906009_20
(2q12) G>A rs17026974 C__33551182_10
G>A rs1921622 C__ 1226146_10
GATA2 CT rs4857855 C__11231076_10
(3921)
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5.8. Variables de respuesta

Para evaluar los predictores de respuesta a los 12 meses se tomaron como variables respuesta:
la reduccién de los ciclos de GCO anuales, considerando respuesta satisfactoria la reduccidn de
al menos el 50% de los ciclos o ausencia de GCO; la mejora de la funcién pulmonar, considerando
respondedores a aquellos que consiguieron un aumento de al menos el 10% del FEV1 o un
FEV1>80% tras los 12 meses de tratamiento; y la reduccidn de las exacerbaciones anuales con
requerimiento de urgencia y/u hospitalizacion, tomando como respuesta satisfactoria a aquellos

pacientes que lograron una reduccion de al menos el 50% de las exacerbaciones o ausencia.

En adiccién, se tomaron como variables respuesta, la respuesta a al menos 1 de los criterios

anteriormente citados; la respuesta a al menos 2 criterios; y la respuesta a los 3 criterios.

5.9. Andlisis estadistico

El andlisis descriptivo se realizé con el software R 4.2.0 [363]. Las variables cuantitativas se
expresaron como la media * desviacion estandar (DE) para aquellas que cumplian la normalidad,
y como la mediana (p50) y los percentiles (p25 y p75) para las variables que no seguian una

distribucidon normal. La normalidad se confirmé mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnof.

Las variables clinicas responsables de la respuesta se compararon antes y después del
tratamiento mediante la prueba de McNemar para variables cualitativas. Para variables
cuantitativas que cumplian la normalidad se empled el test T para datos emparejados y, para las
variables no normales la prueba U de Mann-Whitney (Prueba de suma de rangos de Wilcoxon).

Los resultados se consideraron significativo cuando p-valor<0.05.

El analisis bivariante entre la respuesta y las variables sociodemograficas, clinicas y genéticas se
realizd mediante el Test de chi-cuadrado de Pearson, o, aplicando el Test exacto de Fisher para
las variables cualitativas. Para las variables cuantitativas se aplico el Test de la t-Student a las
variables que cumplieron la normalidad. Se aplicé la prueba U de Mann-Whitney para variables
no normales. Los modelos genéticos fueron definidos como: alélico (D vs. d), dominante ((DD,
Dd) vs. dd), recesivo (DD vs. (Dd, dd) genotipico (DD vs. dd, y Dd vs. dd) y aditivo, siendo D, el
alelo menor y d, el alelo mayor. Para cada variable independiente se calcularon la razén de
probabilidad ajustada (OR) y el intervalo de confianza del 95 % (IC del 95 %). La probabilidad de

0.05 o menor fue considerada como estadisticamente significativa.
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El andlisis multivariante (regresion logistica) se utilizé para calcular la OR y el IC95% para los
potenciales factores de prondsticos de respuesta. Para la seleccién de las variables incluidas en
el modelo multivariante se utilizé la técnica de “pasos hacia atras”, que considera como criterio
de entrada un valor de p<0.05. La probabilidad de 0.05 o menor fue considerada como

estadisticamente significativa.

Se determind el equilibrio de Hardy-Weinberg, la frecuencia de haplotipos, y el desequilibrio de
ligamiento (LD) a través de los coeficientes D-primo de Lewontin (D’) y el coeficiente de
desequilibrio de ligamiento (r2). El desequilibrio de ligamiento para cada polimorfismo se calculd
a través del programa de anadlisis de asociaciéon del genoma PLINK [364]. El analisis de las
frecuencias de haplotipos se llevé a cabo con los programas HaploView [365] y SNPstats [366],

herramientas web para el andlisis de estudios de asociacion.







RESULTADOS
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6. RESULTADOS

Los resultados del presente estudio, asi como la discusidn se presentan estructurados en cuatro

articulos cientificos.

El primero y el segundo de los articulos originales dan respuesta al segundo y tercer objetivo del

estudio:

Segundo objetivo: Medir la efectividad de omalizumab, mepolizumab y benralizumab segun la
respuesta satisfactoria a la reduccién de GCO, reduccidon de exacerbaciones y mejora de la
funcién pulmonar, a 12 meses desde el inicio del tratamiento, en los pacientes con asma grave

no controlada.

Tercer objetivo: Evaluar la influencia de las variables independientes: sexo, edad de diagndstico
de asma, edad de inicio de tratamiento de la TB, afios con asma, duracion de la TB, tabaquismo,
IMC, enfermedad respiratoria previa, poliposis, alergias, EPOC, ERGE, SAHS, dosis de GCl, ciclos
de GCO durante el afio previo a la TB, %FEV1, exacerbaciones durante el aifo previo, recuento
de eosindfilos en sangre, IgE y TB previa; con la efectividad del tratamiento, es decir, respuesta
a la reduccién de GCO, reduccidn de exacerbaciones y mejora de la funcién pulmonar, tras 12

meses desde el inicio de omalizumab, mepolizumab o benralizumab.

/7

+* Rojo-Tolosa, S.; Gonzdlez-Gutiérrez, M.V.; Sdnchez-Martinez, J.A.; Jiménez-Galvez, G.;
Pineda-Lancheros, L.E.; Galvez-Navas, J.M.; Jiménez-Morales, A.; Pérez-Ramirez, C.;
Morales-Garcia, C. Impact of Omalizumab in Patients with Severe Uncontrolled Asthma
and Possible Predictive Biomarkers of Response: A Real-Life

Study. Pharmaceutics 2023, 15, 523

+* Rojo-Tolosa, S.; Gonzalez-Gutiérrez, M.V.; Jiménez-Gélvez, G.; Sdnchez-Martinez, J.A.;
Pineda-Lancheros, L.E.; Galvez-Navas, J.M.; Jiménez-Morales, A.; Pérez-Ramirez, C.;
Morales-Garcia, C. Impact of Anti-IL5 Therapies on Patients with Severe Uncontrolled
Asthma and Possible Predictive Biomarkers of Response: A Real-Life Study. Int. J. Mol.
Sci. 2023, 24, 2011.

El tercero y el cuarto de los articulos originales dan respuesta los objetivos primero y cuarto del

estudio:

Primer objetivo: Determinar los SNPs rs1420101 (/L1RL1), rs17026974 (IL1RL1), rs1921622
(ILIRL1), rs4143832 (IL5), rs17690122 (IL5), rs4857855 (GATA2), rs12619285 (IKZF2),
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rs11739623 (RAD50), rs4705959 (RAD50), rs2251746 (FCER1A), rs2427837 (FCER1A), rs1441586
(FCER1B), rs573790 (FCER1B), rs1054485 (FCER1B), rs2230199 (C3), rs1801274 (FCGR2A),
rs3219018 (FCGR2B), rs1050501 (FCGR2B), rs10127939 (FCGR3A) y rs396991 (FCGR3A) en

pacientes tratados con omalizumab, mepolizumab y benralizumab

Cuarto objetivo: Evaluar la asociacion existente entre los genotipos obtenidos de los SNPs
analizados y los parametros determinantes de la efectividad del tratamiento con omalizumab,

mepolizumab y benralizumab.

R/

+* Rojo-Tolosa, S.; Sanchez-Martinez, J.A.; Pineda-Lancheros, L.E.; Galvez-Navas, J.M.;
Gonzalez-Gutiérrez, M.V.; Jiménez-Gélvez, G.; Pérez-Ramirez, C.; Morales-Garcia, C;
Jiménez-Morales, A. Influence of genetics on the response to omalizumab in patients
with severe uncontrolled asthma with an allergic phenotype. Int. J. Mol. Sci. 2023

(Pendiente de publicacion).

** Rojo-Tolosa, S.; Sanchez-Martinez, J.A.; Gonzdlez-Gutiérrez, M.V.; Jiménez-Galvez, G;
Pineda-Lancheros, L.E.; Morales-Garcia, C; Pérez-Ramirez, C; Jiménez-Morales, A.
Influence of genetics on the response to mepolizumab and benralizumab in patients
with severe uncontrolled asthma with an eosinophilic phenotype. Pharmaceutics 2023.

(Pendiente de publicacion).
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Abstract

Asthma is a chronic respiratory disease with a high incidence worldwide. Most patients with
asthma can control their symptoms with a basic standard of medical care and with maintenance
and rescue medication. However, between 5% and 10% of asthmatics worldwide do not achieve
control of symptoms and have recurrent exacerbations and respiratory difficulties. The objective
of the study was real-life evaluation of the clinical improvement of patients with severe
eosinophilic asthma treated with omalizumab, together with the search for biomarkers
associated with the response. An observational retrospective cohort study that included
patients with severe uncontrolled eosinophilic asthma being treated with biological therapies in
a tertiary hospital. Three types of response were evaluated: lower use of oral corticosteroids,
improvement in lung function and reduction of exacerbations. A total of 110 patients under
treatment with omalizumab were included, with a mean age of 48 + 16 years. After 12 months
of evaluation of the treatment had elapsed, significant reductions were found in the number of
exacerbations, use of oral corticosteroids and doses of inhaled corticosteroids (p < 0.001). Lung
function improved with significant increases in the percentage of FEV1 (p < 0.001), eosinophil
levels were significantly reduced (p = 0.004) and a significant increase in asthma control was
achieved (p =0.004). Low scores in the Asthma Control Test were associated with the oral
corticosteroid-saving effect; lower previous FEV1 levels and absence of chronic obstructive
pulmonary disease (COPD) were related to improvement in lung function, and prior FEV1 values
higher than 80% and absence of gastroesophageal reflux disease (GERD) with reduction of
exacerbations. The results of this study confirm the clinical benefit obtained after the
introduction of omalizumab and the possible predictive biomarkers of response to the

treatment.

Keywords: severe uncontrolled asthma; omalizumab; effectiveness; biomarkers.
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Introduccion

El asma es una enfermedad respiratoria crénica con una alta incidencia a nivel mundial, que se
caracteriza por una obstruccién crdnica de las vias respiratorias que ocasiona patrones de
inflamacién y remodelacién bronquial [1-3]. La mayoria de los pacientes con asma pueden
controlar sus sintomas mediante un estdndar basico que incluye medicamentos de control o
mantenimiento, que se administran durante periodos prolongados, incluyendo glucocorticoides
inhalados (GCl), antagonistas de los receptores de leucotrienos y agonistas 2 andrenérgicos de
accion prolongada, y medicamentos de rescate que se utilizan a demanda para aliviar de forma
rapida o prevenir la broncoconstriccion [4—7]. Sin embargo, a pesar de la adaptacion de la
terapia estandar a las necesidades del paciente, entre el 5 y el 10% de los asmaticos a nivel
mundial no consiguen un control de los sintomas, presentando exacerbaciones de forma
recurrente y una falta de control de los sintomas respiratorios [8,9]. La Guia Espafiola para el
Manejo del Asma (GEMA) y la Global Iniciative for Asthma (GINA) consideran a estos pacientes
como casos de asma grave no controlada y segun sus indicaciones para el tratamiento, escaldn
6 de GEMA y escalén 5 de GINA, se aconseja la introduccion de terapias bioldgicas adaptadas al
fenotipo/endotipo del paciente para incrementar el control global de la enfermedad [6,7].

La IgE es un tipo de anticuerpo relacionado con hipersensibilidad y reacciones alérgicas, que
provoca una respuesta inmunitaria al unirse al receptor de alta afinidad FceRl localizado en la
superficie de mastocitos y baséfilos, promoviendo la liberacién de mediadores inflamatorios
[10].

Omalizumab (Xolair®) es un anticuerpo monoclonal humanizado que se une selectivamente a la
inmunoglobulina E (IgE) y previene su unién al receptor FceRl en baséfilos y mastocitos,
reduciendo asi la cantidad de IgE libre disponible para desencadenar la cascada alérgica [11,12].
Al impedir la unién de la IgE a los receptores FceRl, omalizumab consigue una reduccion del 97%
de estos receptores expresados en la superficie de mastocitos y baséfilos [13]. Ademas, debido
a la unién de omalizumab con la IgE libre, los niveles de IgE en sangre disminuyen entre un 96-
99% y el agotamiento de IgE libre conlleva a que los receptores FceRl de la membrana plasmatica
de los basdfilos se trasladen al citoplasma y no se resinteticen [14,15].

Aunque se han realizado multiples ensayos clinicos controlados aleatorizados que han
demostrado la eficacia y seguridad de omalizumab [16-30], no reflejan las situaciones que se
dan en la practica clinica habitual ya que han sido desarrollados en condiciones dptimas con
estrictos criterios de inclusién y exclusidon. En consecuencia, los estudios de la vida real se han
vuelto cada vez mas importantes para respaldar los resultados informados por los ensayos

clinicos. Ahora hay estudios de la vida real que demuestran la eficacia de omalizumab [31-36]
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Estos estudios incluyen diversos grupos de participantes, por lo que se necesitan estimaciones
agrupadas precisas para evaluar la eficacia y determinar los biomarcadores que predicen la
respuesta en poblaciones especificas. El objetivo de este estudio fue evaluar la efectividad del
tratamiento con omalizumab e identificar marcadores predictivos de respuesta en pacientes

caucdsicos del sur de Espania.

Material y métodos

Estudio en vida real de cohortes retrospectivo observacional.
Poblacion de estudio

Este estudio incluyé a 113 pacientes mayores de 18 ainos y de origen caucasico diagnosticados
de AGNC segln los criterios de la Guia Espafiola para el Manejo del Asma (GEMA 5.1), reclutados
en el Servicio de Neumologia del Hospital Universitario Virgen de las Nieves de Granada entre
marzo de 2007 y abril de 2022. De los 113 pacientes reclutados se evalud la respuesta en 110
pacientes tratados con omalizumab de forma previa al inicio del tratamiento y trascurridos 12
meses desde el comienzo de la terapia bioldgica. La via de administracidon del farmaco fue
subcutdnea, con dosis de 75 a 600 mg en funcién de la concentracién inicial de IgE y el peso del
paciente cada 2 0 4 semanas [37]. El resto de los pacientes no cumplid los criterios de evaluacion

del estudio.
Variables clinicas y sociodemograficas

Las variables sociodemograficas incluyeron edad, sexo, IMC, habito tabaquico, afios con la
enfermedad, poliposis nasal, enfermedad respiratoria previa, alergias, reflujo gastroesofagico
(ERGE), sindrome de apneas-hipopneas del suefio (SAHS), enfermedad obstructiva crénica

(EPOC), afios con omalizumab, dosis de tratamiento y cambio a otro anticuerpo monoclonal.

Las variables clinicas se recogieron acordes a los 12 meses previos del comienzo del tratamiento
con omalizumab y tras cumplir el primer afio de tratamiento. Se incluyeron dosis de GCO e GCl,
recuento de eosindfilos en sangre, exacerbaciones con requerimiento de urgencia y/u
hospitalizacidn, IgE, funcidn pulmonar como volumen espiratorio forzado en el primer segundo

(FEV1%) y Asthma Control Test (ACT) [38].
Andlisis estadistico

Las variables cuantitativas se expresaron como media (+ desviacidn estandar) para aquellas que

cumplian con la normalidad y como mediana y percentiles (25 y 75) para las variables que no
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seguian una distribucion normal. La normalidad se confirmé mediante la prueba de Kolmogorov-

Smirnof.

Las variables clinicas responsables de la respuesta se compararon antes y después del
tratamiento mediante la prueba de McNemar para variables cualitativas. Para variables
cuantitativas que cumplian la normalidad se empled el test T para datos emparejados y, para las
variables no normales la prueba U de Mann-Whitney (Prueba de suma de rangos de Wilcoxon).

Los resultados se consideraron significativo cuando p-valor<0.05.

Para evaluar los predictores de respuesta a los 12 meses se tomaron como variables respuesta:
la reduccién de los ciclos de GCO anuales, considerando respuesta satisfactoria la reduccidn de
al menos el 50% de los ciclos o ausencia de GCO; la mejora de la funcién pulmonar, considerando
respondedores a aquellos que consiguieron un aumento de al menos el 10% del FEV1 tras los 12
meses de tratamiento; y la reduccién de las exacerbaciones anuales con requerimiento de
urgencia y/u hospitalizacién, tomando como respuesta satisfactoria a aquellos pacientes que
lograron una reduccién de al menos el 50% de las exacerbaciones o ausencia. Se utilizé un
analisis multivariado (regresion logistica o lineal) para calcular la razén de probabilidad ajustada
(OR) y el intervalo de confianza del 95 % (IC del 95 %) para los posibles factores pronédsticos de
respuesta a GCO, funcién pulmonar y exacerbaciones. Todas las pruebas fueron bilaterales, con
una probabilidad de 0.05 o menos considerada estadisticamente significativa, y se realizaron

utilizando el software de libre acceso R 4.2.0.

Resultados
Caracteristicas de los pacientes tratados con omalizumab

Las caracteristicas clinicas y demograficas de los 110 pacientes tratados con omalizumab se
describen en la Tabla 1. Del total de pacientes el 61.82% eran mujeres (68/110); la media de
edad fue de 48.48 + 16.08 afios, con una media de 8.5 [5-13.75] afios de duracion de la
enfermedad y 2.5 [1-5] afos en tratamiento con omalizumab. La mayor parte de los pacientes
se encontraba en situacion de sobrepeso u obesidad, 40% (44/110) y 34.55% (38/110)
respectivamente; y el 4.55% eran fumadores (5/110). El 20.91% (23/110) presentd alguna
enfermedad respiratoria previa, el 19.09% (21/110) poliposis nasal, el 75.45% (83/110) alergias,
el 27.27% (30/110) ERGE, un 18.18% (20/110) SAHS y el 14.55% (16/110) EPOC.

La totalidad de los pacientes el afio previo al inicio del tratamiento precisé de GCl con una

mediana de 320 [184-640]mg/diay el 77.27% (85/110) requirié GCO con una mediana de 2 [1-
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3] ciclos. El FEV1 medio fue del 76.12 + 21.68 %, y se registré una mediana de eosindfilos en
sangre de 250 [127.5-485] cel./ul y de 310.45 [142.5-716.25] IU/MI de IgE. El 61.82% (68/110)
sufrié al menos una exacerbacién durante el afio previo al tratamiento y la mediana de ACT fue
de 12 [10-16] puntos. De los 110 pacientes el 42.73% requirié de cambio a otro monoclonal para

el control del asma.

Tabla 1: Caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes tratados con omalizumab.

Variables n \ % Media £ DE/ pso(pzs, p7s)
Edad 110 - 48.48 £ 16.08
Sexo
M 68 61.82 -
H 42 38.18 -
IMC

Bajo Peso 1 0.91 -

Normopeso | 27 24.55 -

Sobrepeso | 44 40 -

Obesidad | 38 34.55 -

Habito tabaquico

No fumador | 77 70 -

Exfumador | 28 25.45 -

Fumador 5 4.55 -

Enfermedad respiratoria previa

Si| 23 20.91 -

No | 87 79.09 -

Pélipos
Si 21 19.09 -
No 89 80.91 -
Alergias
Si 83 75.45 -
No 27 24.55 -
ERGE
Si 30 27.27 -
No 80 72.73 -
SAHS
Si 20 18.18 -
No 90 81.82 -
EPOC
Si 16 14.55 -
No 94 85.45 -
Anos con AE 110 - 8.5 [5-13.75]
GClI (mg/dia) 110 - 320 [184-640]
Ciclos de GCO en el afio previo 110 - 2[1-3]

Si| 85 77.27 -

No | 25 22.73 -

FEV1 basal (%) 106 - 76.12 +21.68

<80 | 62 58.49 -

>80 | 44 4151 -
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ACT basal 25 - 12 [10-16]
Exacerbaciones en el afio previo 110 - 1[0-2]
Si 68 61.82 -
No 42 38.18 -

Eosindfilos en sangre basales (cel./ul) 100 - 250 [127.5-485]
IgE basal (IU/MI) 96 - 310.45 [142.5-716.25]
Afios con omalizumab 110 - 2.5[1-5]

Dosis de omalizumab (mg/4 semanas) 110 - 450 [300-600]
Cambio de TB

Yes | 47 42.73 -
No | 63 57.27 -
IMC: indice de masa corporal; ERGE: enfermedad por reflujo gastroesofagico; SAHS: sindrome de apnea-

hipopnea del suefio; EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crdnica; EA: asma eosinofilica; GCl:
corticoides inhalados; GCO: corticoides orales; FEV1: volumen espiratorio maximo en el primer segundo
de espiracion forzada; ACT: prueba de control del asma; IgE: inmunoglobulina E; TB: terapia bioldgica. Las
variables cualitativas se muestran como numeros (porcentaje, %). Las variables cuantitativas con
distribucidon normal se muestran como media + desviacion estandar (DE). Las variables cuantitativas con

una distribucion no normal se muestran como p 50 (p 25 -p 75).

Eficacia clinica de omalizumab

La eficacia de omalizumab se evalué en 110 (97.35%) pacientes de los 113 candidatos al estudio
(Tabla 2). El 2.65% de los pacientes (3/113) suspendid el tratamiento por la presencia de efectos

adversos.

Tabla 2: Eficacia clinica de omalizumab en pacientes con asma grave no controlada.

Definicion de respondedor N %
Reduccion de GCO > 50%
Si 56 51.38
No 37 33.94
No GCO 16 14.68
Reduccion de GCO 2 50% o ausencia
Si 71 64.55
35.45
46.15
NO 49 53.85
Incremento FEV1 > 10% o FEV1 > 80%
Si 71 75.53
24.47
49.09
NO 18 16.36
No exacerbaciones 34.55

Reduccion de exacerbaciones > 50% o ausencia

104

—
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Si 90 81.82
No 20 18.18
GCO: corticosteroides orales; FEV1: volumen espirado maximo en el primer segundo de espiracién

forzada.

Trascurrido un afio de tratamiento con omalizumab la reduccién del 50% de GCO fue
satisfactoria en el 51.38% (56/110) de los pacientes y el 14.68% (16/110) no precis6 de GCO
durante el trascurso de los primeros 12 meses con la terapia bioldgica. EI FEV1 (%) sufrié un
incremento de al menos un 10% en el 46.15% (42/91) de los casos y el 75.53% (71/94) presentd
valores superiores al 80% de FEV1. La reduccién de al menos el 50% de exacerbaciones con
requerimiento de urgencias y/u hospitalizacion fue satisfactoria en el 49.09% (54/110) de los

pacientes y el 34.55% (38/110) no mostrd ninguna exacerbacion.
Comparacion de las variables clinicas antes y después del tratamiento
Dosis de GCl

Tras 12 meses de terapia bioldgica con omalizumab, las dosis diarias de GCl presentaron
reducciones significativas del 42.50% (p<0.001). Los resultados del analisis comparativo se

muestran en la Tabla 3.

Tabla 3: Cambio de las variables basales después de 12 meses de tratamiento.

Variable independente Omalizumab

Dosis GCI (mg/dia)

Basal, pso(p2s, p7s) 320 [184-640]
Seguimiento, pso(p2s, P7s) 184 [92.75-400]
Cambio respecto al valor basal p<0.001
Basal, n (%) 85 (77.27)
Seguimiento, n (%) 63 (57.27)
Cambio respecto al valor basal p<0.001
Basal, pso (p2s, p7s) 2 [1-3]
Seguimiento, pso(pazs, p7s) 1[0-2]
Cambio respecto al valor basal p<0.001
Basal, n (%) 44 (41.51)
Seguimiento, n (%) 53 (56.38)
Cambio respecto al valor basal p=0.745
FEV1 (%)

basal, media (DE) 76.12 +21.68
Seguimiento (DE) 85.53+20.10
Cambio respecto al valor basal p<0.001
ACT

Basal, pso(p2s, p7s) 12 [10-16]
Seguimiento, pso(pz2s, P7s) 20.5 [16-23]
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Cambio respecto al valor basal p=0.004
Presencia de exacerbaciones (Si/No)

Basal, n (%) 68 (61.82)
Seguimiento, n (%) 27 (24.55)
Cambio respecto al valor basal p=0.071
Basal, pso(p2s, p7s) 1[0-2]
Seguimiento, pso(pa2s, p7s) 0 [0-0]
Cambio respecto al valor basal p<0.001

Eosindfilos en sangre (cel./ul)
Basal, pso(p2s, p7s)

250 [127.5-485]

Seguimiento, pso(pz2s, P7s)

215 [120-327.5]

Cambio respecto al valor basal
IgE (1U/ml)
Basal, pso(p2s, p7s)

p=0.004

310.45 [142.5-716.25]

Seguimiento, pso(p2s, p7s)

496 [191-852]

Cambio respecto al valor basal

p=0.888

GCl: corticoesteroides inhalados; GCO: corticoesteroides orales; FEV1: volumen espiratorio maximo en el

primer segundo de espiracién forzada; ACT: prueba de control del asma; IgE: inmunoglobulina E. Las

variables cualitativas se muestran como numeros (porcentaje, %). Las variables cuantitativas con

distribucion normal se muestran como media + desviacion estandar (DE). Las variables cuantitativas con

una distribucion no normal se muestran como p50 (p25 -p75).

Ciclos anuales de GCO

El afo previo al comienzo de la terapia bioldgica se registrd un elevado uso de GCO entre los

pacientes de estudio, el 77.27% de los pacientes habian precisado al menos un ciclo de GCO.

Tras un afio de tratamiento con omalizumab, disminuyd significativamente el uso de GCO en un

25.88% (p<0.001, Tabla 3, Figura 1) y paralelamente se produjo una reduccidn significativa en la

mediana de dosis de GCO registradas (p<0.001, Tabla 3, Figura 1).

p<0.001
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Figura 1. Respuesta clinica a omalizumab: GCO. Pacientes con necesidades de corticosteroides
orales durante los 12 meses previos al inicio de omalizumab y en la evaluacion de seguimiento

tras 12 meses de tratamiento.
Funcién pulmonar

La funcién pulmonar incrementd significativamente trascurridos los 12 meses de tratamiento
con omalizumab, mostrandose un incremento en la media de FEV1 del 9.41% (p<0.001, Tabla 3,
Figura 2). Sin embargo, no se presentaron diferencias estadisticamente significativas en el grupo

de pacientes con valores de FEV1>80%.

p <0.001

B8

86 B85.53

82

B0

78

77.12

76

Funcion pulmonar (%FEV1 )

74

72

Omalizumab

W Basal 12 meses

Figura 2. Respuesta clinica a omalizumab: Funcidon pulmonar. Porcentaje medio del volumen
espiratorio forzado maximo en el primer segundo de espiracién forzada (FEV1) antes de

omalizumab y después de 12 meses de tratamiento.
Asthma control test (ACT)

Los pacientes tras la administracion de omalizumab tuvieron un incremento significativo en la

mediana del ACT de 8.5 puntos (12 a 20.5; p<0.004, Tabla 3).
Frecuencia de exacerbaciones

El porcentaje de pacientes con exacerbaciones disminuyd del 61.82% al 24.55% tras un afio de
tratamiento con omalizumab (p=0.071, Tabla 3, Figura 3), al igual que la mediana de

exacerbaciones (p<0.001, Tabla 3).
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p=0.071
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Figura 3. Respuesta clinica a omalizumab: exacerbaciones. Pacientes con exacerbacién 12

meses antes de omalizumab y después de 12 meses de tratamiento.

Marcadores inflamatorios

Omalizumab se relaciond con reducciones significativas del recuento de eosindfilos en sangre
(Figura 4), con una reduccidn de la mediana de los recuentos de eosindfilos en sangre del 14%

(p=0.004, Tabla 3).
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Figura 1. Respuesta clinica a omalizumab: eosinéfilos. Mediana de eosinéfilos antes y después

de 12 meses de tratamiento con omalizumab.
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No se encontraron cambios estadisticamente significativos en los niveles de IgE tras 12 meses

de tratamiento con omalizumab (p=0.888, Tabla 3).

Predictores de respuesta a los 12 meses con omalizumab
Respuesta a la reduccién de corticoides orales (GCO)

En el analisis bivariante se encontrd una mayor respuesta a GCO en pacientes con valores de
ACT basal mds bajos, mayores niveles de eosindfilos en sangre y dosis de tratamiento cada 4
semanas mas bajas (Tabla S1). El analisis multivariante mostré que la variable independiente
asociada a la respuesta GCO a los 12 meses fue los menores valores basales de ACT (OR=0.74;
1Co5%=0.53-0.97). Los resultados del analisis multivariado se muestran en la Tabla 4.

Table 4: Predictores de respuesta tras 12 meses de tratamiento con omalizumab en pacientes
con asma grave no controlada (analisis multivariante).

B Odds Ratio p-value 1Cos%
Predictor de la reduccion de GCO

0.2994 0.045 0.53.0.97

Predictores de la mejora de la funcion pulmonar

FEV1 -0.0719 0.93 <0.001 0.90-0.96
EPOC 3.5341 34.26 0.001 5.20-395.88
Predictores de la reducciéon de exacerbaciones
ERGE 1.1238 3.08 0.033 0.11-0.92
FEV1 (>80) 1.1759 3.24 0.054 1.06-12.23

GCO: glucocorticosteroides orales; FEV1: volumen espiratorio maximo en el primer segundo de espiracion
forzada; ACT: prueba de control del asma; EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica; ERGE:
enfermedad por reflujo gastroesofagico. IC95%, intervalo de confianza del 95%. El andlisis multivariante
se ajusto por ACT, niveles de eosindfilos y dosis de omalizumab para predictores de reducciéon de GCO;
sexo, EPOC y valor FEV1 previo como predictores de mejoria pulmonar; pélipos y ERGE para predictores

de reduccién de exacerbaciones.

Respuesta de la funcién pulmonar (FEV1)

En el andlisis bivariante, la respuesta satisfactoria de la funcién pulmonar se asocié a mujeres,
ausencia de EPOC ligado al asma y menores valores de FEV1 previos (los valores quedan
detallados en la Tabla S2). Tras realizar el analisis multivariante, encontramos que valores
iniciales de FEV1 mas bajos (OR=0.93; ICs5%=0.90-0.96; Tabla 4) y la ausencia de EPOC (OR=34.26;

1Cos%=5.20-395.88; Tabla 4) indicaron mayor mejora de la funcién pulmonar.

Respuesta a la reduccién de exacerbaciones
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El andlisis bivariante asocié a una mayor respuesta la ausencia de pélipos y ERGE, valores previos
de FEV1 mas altos y el cambio de terapia bioldgica (los valores se detallan en la Tabla S3). En el
analisis multivariante se encontré una asociacién significativa con la respuesta en la ausencia de
ERGE (OR=3.08; 1Cos5%=1.09-8.77; Tabla 4) y valores previos de FEV1 mas elevados (OR=3.24;
ICos%=1.06-12.23; Tabla 4).

Discusion

En este estudio, omalizumab se asocidé con una mejora significativa en la funciéon pulmonar
(FEV1) y el control de los sintomas de asma evaluados mediante el cuestionario ACT vy
reducciones significativas de la tasa anual de exacerbaciones graves, nivel de eosindfilos en
sangre, ciclos anuales de GCO y dosis de GCI. La respuesta al tratamiento con omalizumab
conseguida en nuestro estudio esta en linea con los estudios previos publicados en vida real,
gue recogieron Jean Bousquet et al. en el metaanalisis publicado en 2021 donde se encontraron
mejoras significativas en la funcidon pulmonar (IC 95 %: 0.03-0.48; p = 0.02), tasa anual de
exacerbaciones (cociente de riesgo [RR]: 0.41; IC 95 %: 0.30-0.56; p< 0.01), la puntuacién del
cuestionario ACT (diferencia media [DM]: 6.47; IC 95 %: 4.76-8.18), y en la proporcidn de
pacientes que recibieron GCO, que disminuyé significativamente (RR: 0.59; IC 95 %: 0.47-0.75 ;
p < 0.01) [33]. Cabe sefialar que no encontramos diferencias estadisticamente significativas en
el grupo de pacientes con valores de FEV1 superiores al 80% tras 12 meses de tratamiento con
omalizumab, lo que puede indicar que este bioldgico logra mejoras en la funcién pulmonar, pero
en muchos casos al tener valores basales de FEV1 muy bajos no se consiguen un incremento tan
significativo con el primer afio de terapia bioldgica. En cuanto a los biomarcadores, el andlisis
multivariante indicd que era mds probable tener una respuesta positiva a la reduccién de GCO
si el sujeto presentaba valores iniciales de ACT mas bajos. Como marcadores de respuesta de la
funcién pulmonar, se encontré que la ausencia de EPOC y valores previos de %FEV1 mas bajos
conducian a una mejor respuesta y, finalmente, la ausencia de ERGE y valores previos de %FEV1
mas altos eran los marcadores asociados con una respuesta positiva de reduccién de
exacerbaciones La bibliografia previa presenta diferentes resultados, Casale et al. asociaron la
mejora de la funcién pulmonar en aquellos pacientes con un nivel elevado de eosinéfilos (p =
0.011) y un mayor riesgo de exacerbaciones con omalizumab si el afio previo se habian sufrido
(OR: 2.19; IC 95%: 1.55-3.08; p < 0.001), lo que estd en consonancia con nuestro estudio, y no
buscaron biomarcadores asociados con el efecto de ahorro de GCO [34]. Otros autores asocian

biomarcadores con respuesta global, considerando niveles mas bajos de FEV1, un mayor
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recuento eosinofilico o mayores niveles de IgE como predictores de respuesta a omalizumab

[35-38].

Este estudio, al ser una investigacién de la vida real, carecié de un grupo de control con placebo,
y esto podria considerarse su principal limitacidn. La ausencia de un grupo de control hace que
la magnitud de los resultados observados carezca de la firmeza de una comparaciéon con un
grupo de control. Otra limitacién inherente a los estudios retrospectivos es la falta de
recoleccion de datos como en el ACT y el tamano de la muestra. No obstante, aunque los ensayos
clinicos aleatorizados siguen siendo el estandar de oro, este tipo de estudios permite extrapolar

estos resultados a entornos no controlados y heterogéneos.

Conclusiones

Omalizumab fue el primer biolégico aprobado para el tratamiento del asma y ha supuesto un
gran avance en la calidad de vida de los pacientes con asma alérgica grave. Su eficacia y
seguridad ha sido demostrada en multiples ensayos clinicos controlados y los resultados
alcanzados en este estudio muestran datos muy prometedores en vida real. Omalizumab
consiguid mejoras significativas en las tres respuestas evaluadas, reduciendo el uso de
corticoides orales, mejorando la funcién pulmonar y disminuyendo y/o evitando la presencia de
exacerbaciones en una gran parte de los pacientes estudiados. Asimismo, los marcadores de

respuesta podrian ser una herramienta Util en la toma de decisiones en la practica clinica.

Materiales complementarios

La siguiente informacion de apoyo se puede descargar en:
https://www.mdpi.com/article/10.3390/pharmaceutics15020523/s1 , Tabla S1: Predictores de
reduccidon de corticosteroides orales a los 12 meses de tratamiento con omalizumab en
pacientes con asma grave no controlada (analisis bivariado ); Tabla S2: Predictores de mejora de
la funcidn pulmonar a los 12 meses de tratamiento con omalizumab en pacientes con asma
grave no controlada (andlisis bivariado); Tabla S3: Predictores de reduccién de exacerbaciones
a los 12 meses de tratamiento con omalizumab en pacientes con asma grave no controlada

(analisis bivariado).
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IMPACTO DE LAS TERAPIAS ANTI-IL5 EN PACIENTES CON ASMA GRAVE NO CONTROLADA Y
POSIBLES BIOMARCADORES PREDICTORES DE RESPUESTA: ESTUDIO EN VIDA REAL

Susana Rojo-Tolosa?>", Maria Victoria Gonzalez Gutiérrez!, Gonzalo Jiménez-Galvez!, José Antonio
Sanchez-Martinez!, Laura Elena Pineda-Lancheros®**, José Maria Galvez-Navas®3, Alberto Jiménez-
Morales*?, Cristina Pérez-Ramirez? and Concepcién Morales-Garcia*’.

1. Servicio de Neumologia. Hospital Universitario Virgen de las Nieves. Granada, Espafia.
2. Unidad de Farmacogenética. Hospital Universitario Virgen de las Nieves. Granada, Espaia.
3. Departamento de Bioquimica. Facultad de Farmacia, Universidad de Granada, Granada, Espaiia.

Abstract

Severe Uncontrolled Asthma (SUA) counts for more than 25% of cases of severe asthma. The
main factors that impair the quality of life of these patients are high doses of oral corticosteroids,
the presence of exacerbations, and reduced lung function. The objective of this study was to

evaluate, in real life, the clinical improvement of patients with SUA treated with anti-interleukin
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5 (IL5) therapies: mepolizumab and benralizumab, together with the search for biomarkers
associated with the response. e conducted a retrospective observational cohort study that
included patients with severe uncontrolled eosinophilic asthma in a tertiary hospital receiving
biological therapies. Three types of response were evaluated: improvement in lung function,
reduction in exacerbations, and decrease in the use of oral corticosteroids. After 12 months of
treatment, significant reductions were found in the number of exacerbations, the use of oral
corticosteroids, and blood eosinophil levels for both biological therapies (p < 0.001). Lung
function improved, achieving a significant improvement in %FEV1 (p < 0.001), as well as asthma
control, with a significant increase in asthma control test (ACT) scores in both therapies. The
markers associated with the corticosteroid-saving effect were the low doses of oral
corticosteroids and absence of exacerbations for mepolizumab, and higher blood eosinophilia,
absence of chronic obstructive pulmonary disease (COPD), and reduction in oral corticosteroid
cycles for benralizumab. The greatest improvement in lung function in both therapies was linked
to lower previous FEV1 levels and absence of other respiratory diseases. The reduction in
exacerbations was associated with absence of exacerbations the previous year for mepolizumab
and never smokers for benralizumab. The results of this real-life study confirm the clinical
benefit obtained after the introduction of an anti-IL5 biological therapy and the possible

predictive biomarkers of response to treatment.

Keywords: severe uncontrolled asthma; mepolizumab; benralizumab; effectiveness;

biomarkers.

Introduccion

El asma es una enfermedad inflamatoria crénica y heterogénea de las vias respiratorias, en la
que intervienen diversas células y mediadores inflamatorios, en parte determinada por factores
genéticos, que se traduce en hiperreactividad bronquial y restriccion del flujo aéreo, que dan

lugar a episodios recurrentes de sibilancias, disnea y exacerbaciones [1,2].

Es una de las principales enfermedades no transmisibles que afectan a nifios y adultos. Las
estimaciones mas recientes de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) indican que, en 2019,
262 millones de personas se vieron afectadas por el asma en todo el mundo y ese afio se
registraron 461 000 muertes por falta de diagndstico y/o tratamiento [3]. Al tratarse de una
condicidn crénica, el objetivo que se persigue al abordarla es lograr el control de la enfermedad
y la prevencion del riesgo futuro, ya que puede poner en peligro la vida y generar importantes

costos asistenciales [2].




Tesis doctoral Susana Rojo Tolosa : RESULTADOS

Segun la European Respiratory Society (ERS) y la American Thoracic Society (ATS), el asma grave
no controlada (AGNC) representa entre el 5%y el 10% de los casos de asma, por lo que mantener
este control es un desafio constante [4]. Los datos informados por ARS/ATS, junto con estudios
europeos de los uUltimos afios, muestran que mas del 50 % de los pacientes con asma no estan

controlados [5].

Entre el 30% y el 40% de los pacientes con asma grave también requieren el uso regular de
corticosteroides orales (GCO) para controlar su asma [6-8], lo que conlleva el riesgo de presentar

efectos adversos graves y, a menudo, irreversibles [9,10].

La Estrategia Global para el Manejo y la Prevencion del Asma (GINA) define la exacerbacion
asmatica como episodios caracterizados por un aumento progresivo de los sintomas de
dificultad para respirar, tos, sibilancias u opresién en el pecho, y una disminucion progresiva de
la funcidn pulmonar, es decir, representan un cambio del estado habitual del paciente que es
suficiente para requerir un cambio en el tratamiento [2]. Las exacerbaciones difieren de los
sintomas habituales del asma en la falta de respuesta a los corticosteroides inhalados (GCl) de
uso comun y estan fuertemente relacionados con el aumento de la inflamacién de las vias
respiratorias. Pueden desencadenar resultados fatales y son mas comunes y graves cuando el
asma no esta controlada [11]. A menudo se relacionan con la inflamacion eosinofilica de las vias
respiratorias, ya que los marcadores de inflamacién eosinofilica aumentan antes del inicio de las
exacerbaciones [12-14]. Adem3s, las estrategias para el control de la inflamacién eosinofilica de

las vias respiratorias se asocian con una reduccion de las exacerbaciones [15-17].

La falta de prevencion y/o tratamiento de las exacerbaciones, junto con la presencia de factores
de riesgo potenciadores, como la adherencia deficiente al tratamiento, la técnica inhalatoria
incorrecta, las comorbilidades, la exposicion a toxinas o alérgenos y la funcidon pulmonar
reducida, representan un problema importante en el manejo clinico. de asma, asociado con una
mayor morbilidad y riesgo de muerte, lo que podria triplicar los costos de atencion médica
debido al aumento de los requisitos de medicamentos, la necesidad de visitas a los

departamentos de emergencia y, en muchos casos, la hospitalizaciéon [2, 18-22].

El desarrollo de nuevas terapias bioldgicas anti-interleucina-5 (IL5), como mepolizumab y
benralizumab, para el manejo del asma representa un gran avance en su
abordaje. Mepolizumab y benralizumab son anticuerpos monoclonales humanizados, que

actuan respectivamente contra la IL5 y su receptor (IL5R), inhibiendo selectiva y eficazmente la

cascada eosinofilica [23-27]. Estas terapias bioldgicas han demostrado ser efectivas en ensayos

controlados aleatorios (ECA). Sin embargo, se sabe que solo una minoria de pacientes con asma
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grave cumpliria los criterios de inclusién de un ECA [28]. En consecuencia, se han planteado
dudas sobre el uso de estos resultados en la prdctica clinica, y los estudios de la vida real se han
vuelto mds influyentes para respaldar los resultados de los ECA. Hay estudios de eficacia
anteriores que demuestran una reduccién significativa en el recuento de eosindfilos en sangre
y la tasa de exacerbaciones con mepolizumab y benralizumab [29-37]. Estos estudios incluyen
diversos grupos de participantes, por lo que se necesitan estimaciones agrupadas precisas para
evaluar la eficacia y determinar los biomarcadores que predicen la respuesta en poblaciones
especificas. El objetivo del estudio fue evaluar la efectividad del tratamiento con mepolizumab
y benralizumab e identificar marcadores predictivos de respuesta en pacientes caucasicos del

sur de Espafia.

Materiales y Métodos

Realizamos un estudio de cohorte observacional retrospectivo de la vida real.
2.1 Poblacidn de estudio

Este estudio incluyd a 172 pacientes mayores de 18 afos de origen caucdsico diagnosticados de
AGNC segun los criterios de la Guia Espafola de Manejo del Asma (GEMA 5.1), reclutados en el
Servicio de Medicina Respiratoria del Hospital Universitario Virgen de las Nieves de Granada
(Espana), entre abril de 2014 y abril de 2022. De los 172 pacientes, 103 eran candidatos a
mepolizumab y 69 a benralizumab (Figura 1). De los 103 mepolizumab candidatos a incluir en el
estudio, finalmente se evalud la eficacia de mepolizumab en 89 (86.4%) pacientes. Un total de
8.7% (9/103) de los pacientes no completaron los 12 meses de tratamiento con
mepolizumab; en el 3.9% (4/103) no se evalud una de las variables clinicas esenciales; y el 1%
(1/103) tuvo un evento adverso. Se evalud la respuesta en 57 (82.6%) pacientes de los 69
candidatos a participar en el estudio de benralizumab. De estos Ultimos, el 15.9% (11/69) no
habia completado los 12 meses de tratamiento cuando se recogieron los datos y el 1.4% (1/69)
no tenia evaluacién de alguna de las variables esenciales para el estudio.la via de
administracién del farmaco fue subcutanea: 100 mg de mepolizumab cada 4 semanas y 30 mg
de benralizumab cada 4 semanas las tres primeras dosis y posteriormente cada 8 semanas

[38,39]. El resto de los pacientes no cumplian los criterios de evaluacidn del estudio.
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Elegibilidad evaluada para
: 172 patients

103 candidatos para 69 candidatos para
Mepolizumab Benralizumab

l l

Excluidos por no completar el tratamiento (n=9) Excluidos por no completar el tratamiento (n = 11)
Excluidos por falta de datos (n=4) Excluidos por falta de datos (n=1)
Excluidos por evento adverso (n=1) Excluidos por evento adverso (n =0)
Analizados (n=89) Analizados (n=57)

Excluidos del analisis (n=14) Excluidos del analisis (n=12)

Figura 1. Criterios de elegibilidad de los pacientes.

2.2. Variables sociodemogrdficas y clinicas

Las variables sociodemogréficas incluyeron edad, sexo, indice de masa corporal (IMC),
tabaquismo, afios con la enfermedad, pdlipos nasales, enfermedad respiratoria previa, alergias,
enfermedad por reflujo gastroesofagico (ERGE), sindrome de apnea-hipopnea del suefio (SAHS),
enfermedad pulmonar obstructiva créonica (EPOC), afios con el tratamiento, dosis de tratamiento
y cambio a otra terapia con anticuerpos monoclonales. Se clasificé a los individuos como no
fumadores si nunca habian fumado o habian fumado menos de 100 cigarrillos en su vida, como
ex fumadores si habian fumado 100 o m3s cigarrillos en su vida pero no fumaban actualmente
y como fumadores actuales. Para el IMC, siguiendo los criterios de la OMS, los individuos se
clasificaron como bajo peso (IMC < 18,5), peso saludable (18.5 < IMC < 24.9), sobrepeso (25 <
IMC < 29.9) u obesos (IMC >30) [40].

Las variables clinicas se recogieron segln el afio antes de iniciar el tratamiento con la terapia
bioldgica y tras finalizar el primer aiflo de tratamiento. Incluyeron dosis de mantenimiento de
GCl expresadas como equivalentes de pg de propionato de fluticasona, descargas de GCO
requeridas en el periodo de seguimiento y dosis de mantenimiento de GCO expresadas como
equivalentes de mg de prednisona [41], recuento de eosindfilos en sangre, exacerbaciones que

requirieron tratamiento en el departamento de emergencias y/u hospitalizaciéon con GCO por al
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menos 3 dias, IgE, funcién pulmonar como porcentaje del volumen espiratorio forzado en el

primer segundo (%FEV1) y prueba de control del asma (ACT) [42].

2.3. Analisis estadistico

Las variables cuantitativas se expresaron como media (+ desviacién estandar) para las que
cumplian con la normalidad y como mediana y percentiles (25 y 75) para las que no seguian una

distribucidn normal. La normalidad se confirmé mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov.

Las variables clinicas responsables de la respuesta se compararon antes y después del
tratamiento mediante la prueba de McNemar para variables cualitativas. Para las variables
cuantitativas que cumplieron con la normalidad, se utilizé la prueba t para datos apareados y la
prueba U de Mann-Whitney (prueba de suma de rangos de Wilcoxon) para variables no

normales. Los resultados se consideraron significativos cuando el valor de p fue inferior a 0,05.

Para evaluar los predictores de respuesta a los 12 meses se tomaron como variables de
respuesta: reduccién de ciclos de GCO por afio, considerando como respuesta satisfactoria una
reduccion de al menos el 50% de los ciclos de GCO o ausencia; reduccion de GCO de
mantenimiento, considerando como respuesta satisfactoria una reduccién de al menos el 50%
del GCO de mantenimiento o ausencia; mejoria de la funcién pulmonar, considerando
respondedores aquellos que consiguieron un aumento de al menos un 10% en el FEV1 tras 12
meses de tratamiento; y reduccidn de exacerbaciones por afio que requieran tratamiento en
urgencias y/u hospitalizacion, tomando como respuesta satisfactoria una reduccién de al menos
el 50% o la ausencia de exacerbaciones. El analisis bivariado entre la respuesta y las variables
sociodemograficas y clinicas se realizd mediante la prueba de chi-cuadrado de Pearson o
aplicando la prueba exacta de Fisher para las variables cualitativas. Para las variables
cuantitativas, se aplicé la pruebat de Student a las variables que cumplieron con la
normalidad. Se aplicé la prueba U de Mann-Whitney para variables no normales. Se utilizdé un
analisis multivariante (regresion logistica) para calcular la odds ratio (OR) ajustado y el intervalo
de confianza (IC) del 95 % para los posibles factores prondsticos de respuesta a los ciclos de GCO,
mantenimiento de GCO, funcidn pulmonar y exacerbaciones. Todas las variables que resultaron
significativas en el andlisis bivariante se incluyeron en el modelo para el anélisis
multivariante. En el andlisis multivariante se eliminaron todas las variables que no resultaron
significativas, obteniendo asi el modelo final para cada tipo de respuesta. Todas las pruebas
fueron bilaterales, con una probabilidad de 0.05 o menos considerada estadisticamente

significativa, y se realizaron con el software libre R 4.2.0.
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3. Resultados
3.1. Caracteristicas de los pacientes

3.1.1. Caracteristicas de los pacientes tratados con mepolizumab

Se incluyeron en el estudio un total de 89 pacientes en tratamiento con mepolizumab. Sus
caracteristicas clinicas y demograficas se muestran en la Tabla 1. La edad media registrada fue
de 55.8 + 13.1 afios, con un 65.2% de mujeres (58/89). La mediana de tiempo en tratamiento
con mepolizumab fue de 2 [1-4] aifos, se registrd cambio a otra terapia con anticuerpos
monoclonales en el 22.2% (18/89) y el 74.2% (66/89) no habia tenido terapias bioldgicas
previas. La mayoria de los pacientes tenian sobrepeso u obesidad: 42.7% (38/89) y 31.5%
(28/89), respectivamente. Solo se registré un caso de fumador activo, que representa el
1.1%. Hubo 42.7% (38/89) que habian tenido alguna enfermedad respiratoria previa, 42.7%
(38/89) con pdlipos nasales, 49.4% (44/89) con alergias, 39.3% (35/89) con enfermedad por
reflujo gastroesofagico (ERGE), el 18% (16/89) con sindrome de apnea-hipopnea del suefio
(SAHS) y el 15.7% (14/89) con enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC). Durante el afio
previo, todos los pacientes habian requerido GCl, con una mediana de 500 [500-1000] ug/dia, el
73.9% (65/89) necesitaron ciclos de GCO, con una mediana de 2 [0-4] ciclos, y 6.7% (6/89)
requirid mantenimiento GCO. El %FEV1 medio fue de 71.1 £ 23.7, se registré una mediana del
recuento de eosindfilos en sangre al inicio de 655 [330-905] células/pL y una IgE inicial de 122.55
[30.25-179.75] Ul/mL. Hubo un 60.2% (53/89) que sufrieron al menos una exacerbacién durante

el afio previo al tratamiento y la mediana de la puntuacion ACT fue de 12.5 [9-15.8] puntos.

Tabla 1. Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes tratados con mepolizumab.

Variables ‘ n % Media £ DE/ pso(p2s, p7s)
Edad 89 - 55.84 +13.14
Sexo
M | 58 65.17 -
H| 31 34.83 -
IMC

Bajo Peso 4 4.49 -
Normopeso | 19 21.35 -
Sobrepeso | 38 42.70 -
Obesidad | 28 31.46 -

Habito tabaquico

No fumador | 74 83.15 -
Exfumador | 14 15.73 -
Fumador 1 1.12 -

Enfermedad respiratoria previa

Si| 38 42.7 -
No | 51 57.3 -




Tesis doctoral Susana Rojo Tolosa RESULTADOS
Pélipos
Si | 38 42.7 -
No | 51 57.3 -
Alergias
Si | 44 49.44 -
No | 45 50.56 -
ERGE
Si| 35 39.33 -
No | 54 60.67 -
SAHS
Si| 16 17.98 -
No | 73 82.02 -
EPOC
Si| 14 15.73 -
No | 75 84.27 -
Afios con AE 89 - 5[3-10]
GCl (mg/dia) 89 - 225 [184-640]
Ciclos de GCO en el afio previo 89 - 2 [0-4]
Si | 65 73.86 -
No | 23 26.14 -
Ciclos de GCO en el afio previo (Si) 65 3[2-5]
GCO mantenimiento (mg/dia) 89 0[0-0]
Si 6 6.7
No | 83 93.3
GCO mantenimiento (Si) 6 11.3 [5.6-15]
FEV1 basal (%) 85 - 71.12 £ 23.65
<80 | 60 70.59 -
>80 | 25 29.41 -
ACT basal 28 - 12.5[9-15.75]
Exacerbaciones en el afio previo 89 - 1[0-2]
Si| 53 60.23 -
No | 35 39.77 -
Eosindfilos en sangre basales (cel./ul) 88 - 655 [330-905]
IgE basal (1U/MI) 54 - 112.55 [30.25-279.75]
Afos con mepolizumab 89 - 2 [1-4]
TB previa
Yes | 23 25.84 -
No | 66 74.16 -
Cambio de TB
Yes | 18 22.22 -
No | 71 79.78 -

IMC: indice de masa corporal; ERGE: enfermedad por reflujo gastroesofagico; SAHS: sindrome de apnea-

hipopnea del suefio; EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica; EA: asma eosinofilica; CSI:
corticoides inhalados; CSO: corticoides orales; FEV1: volumen espiratorio maximo en el primer segundo
de espiracién forzada; TCA: prueba de control del asma; IgE: inmunoglobulina E; TB: terapia bioldgica. Las
variables cualitativas se muestran como numeros (porcentaje, %). Las variables cuantitativas con
distribucion normal se muestran como media + desviacion estandar (DE). Las variables cuantitativas con
una distribucién no normal se muestran como p 50 (p 25 -p 75).

3.1.2. Caracteristicas de los pacientes tratados con benralizumab

En la tabla 2 se describen las caracteristicas demograficas y clinicas de los 57 pacientes tratados

con benralizumab. Su edad media fue de 58.4 * 4.3 afios, con un 64.9% de mujeres (37/57), una
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mediana de duracion de la enfermedad de 7 [4-9] afos y una mediana de 2 [1-3] afios en
tratamiento con benralizumab. Presentaron una baja tasa de cambio de terapia bioldgica, el
8.8% (5/57), y el 66.7% (38/57) habia tenido alguna terapia bioldgica previa. La mayoria de los
pacientes tenian sobrepeso u obesidad: el 33.3% (19/57) y el 45.6% (26/57), respectivamente,
el 24.7% (14/57) eran exfumadores y soélo habia un fumador activo (1.7%). El 45.6% (26/57)
habia tenido alguna enfermedad respiratoria previa, el 38.6% (22/57) podlipos nasales, el 61.4%
(35/57) alergias, el 40.4% (23/57) ERGE, el 17.5% (10 /57) SAHS, y 19.3% (11/57) EPOC. Durante
el afio previo al tratamiento con benralizumab, todos los pacientes habian recibido GCl, con una
mediana de 1000 [500-1000] pg/dia, el 87.7% (50/57) habian requerido ciclos de GCO, con una
mediana de 2 [1-4] ciclos, y el 8.8% (5/57) requirié mantenimiento GCO. El %FEV1 medio fue de
71.7 £22.52, se registré una mediana del recuento de eosinéfilos en sangre al inicio de 410 [230-
570] células/pL y una IgE inicial de 137.7 [50-758] Ul/mL. Hubo un 45.6% (26/57) que sufri6 al
menos una exacerbacién durante el afio anterior al tratamiento y la mediana de la puntuacién

ACT fue de 13 [9.5-15.5] puntos.

Tabla 2. Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes tratados con benralizumab.

Variables \ n % Media £ DE/ pso(pzs, p7s)
Edad 57 - 58.42 +14.29
Sexo
M| 37 64.91 -
H| 20 35.09 -
IMC

Bajo Peso 0 0 -
Normopeso | 12 21.05 -
Sobrepeso | 19 33.33 -
Obesidad | 26 45.61 -

Habito tabaquico

No fumador | 42 73.68 -
Exfumador | 14 24.56 -
Fumador 1 1.75 -

Enfermedad respiratoria previa

Si| 26 45.61 -
No | 31 54.39 -

Pélipos
Si | 22 38.6 -
No | 35 61.4 -
Alergias
Si| 35 61.4 -
No | 22 38.6 -
ERGE
Si| 23 40.35 -
No | 34 59.65 -
SAHS
Si| 10 17.54 -
No | 47 82.46 -
EPOC
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Si| 11 19.3 -
No | 46 80.7 -

Afios con AE 57 - 7 [4-9]
GCI (mg/dia) 57 - 184 [184-640]
Ciclos de GCO en el aiio previo 57 - 2 [1-4]

Si | 50 87.72 -
No | 7 12.28 -

Ciclos de GCO en el afio previo (Si) 50 3[1.3-4]
GCO mantenimiento (mg/dia) 57 0[0-0]
Si| 5 8.8
No | 52 91.2
GCO mantenimiento (Si) 5 10 [10-15]
FEV1 basal (%) 57 - 71.65 +22.52

<80 | 38 66.67 -
>80 | 19 33.33 -
ACT basal 27 - 13 [9.5-15.5]
Exacerbaciones en el afio previo 57 - 0[0-1]
Si| 26 45.61 -
No | 31 54.39 -

Eosindfilos en sangre basales (cel./ul) 57 - 410 [230-570]
IgE basal (1U/MI) 45 - 137.7 [50-758]
Afios con benralizumab 57 - 2 [1-3]

TB previa

Yes | 19 33.33 -
No | 38 66.67 -

Cambio de TB

Yes 5 8.77 -

No | 52 91,23 -
IMC: indice de masa corporal; ERGE: enfermedad por reflujo gastroesofagico; SAHS: sindrome de apnea-
hipopnea del suefio; EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica; EA: asma eosinofilica; CSl:
corticoides inhalados; CSO: corticoides orales; FEV1: volumen espiratorio maximo en el primer segundo
de espiracion forzada; TCA: prueba de control del asma; IgE: inmunoglobulina E; TB: terapia bioldgica. Las
variables cualitativas se muestran como numeros (porcentaje, %). Las variables cuantitativas con
distribucidon normal se muestran como media * desviacidn estandar (DE). Las variables cuantitativas con
una distribucién no normal se muestran como p 50 (p 25 -p 75).

3.2. Comparacion de Variables Clinicas antes y después del Tratamiento
3.2.1. Dosis diaria de GCI

Después de 12 meses de terapia bioldgica, las dosis diarias de GClI mostraron reducciones
significativas del 50 % para el grupo de benralizumab (p = 0.039). No se encontraron diferencias
significativas entre las dosis basales y posteriores al tratamiento en el grupo de

mepolizumab. Los resultados del andlisis comparativo se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Cambios en las variables basales tras 12 meses de terapia bioldgica.

Terapia bioldgica

Variable ind dient
anable Independiente Mepolizumab Benralizumab
Dosis GCI (mg/dia)

Basal, pso (p2s, p7s) 225 [184-640] 184 [184-640]
Seguimiento, pso(p2s, p7s) 184 [100-400] 184 [184-500]
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Cambio respecto al valor basal p=0.012 p=0.139
Uso de GCO (Si/No)
Basal, n (%) 65 (73.86) 50 (87.72)
Seguimiento, n (%) 40 (44.94) 23 (50.88)
Cambio respecto al valor basal p=0.032 p<0.001

Ciclos de GCO por afio

GCO mantenimiento (Si/No)

Basal, pso (p2s, p7s) 2 [0-4] 2 [1-4]
Seguimiento, pso(p2s, p7s) 0[0-2] 1[0-2]
Cambio respecto al valor basal p<0.001 p=0.001

Dosis de GCO mantenimiento

Basal, pso(p2s, p7s) 6 (6.7) 5(8.8)
Seguimiento, pso(p2s, p7s) 3(3.8) 8 (14)
Cambio respecto al valor basal p <0.001 p =0.377

Pacientes con FEV1 > 80%

Basal, pso(pa2s, p7s) 0 [0-0] 0 [0-0]
Seguimiento, pso(p2s, p7s) 0 [0-0] 0[0-0]
Cambio respecto al valor basal p = 0.095 p=0.734

Exacerbaciones por afio

Basal, n (%) 17 (28.33) 19 (33.33)
Seguimiento, n (%) 20 (40) 25 (50)
Cambio respecto al valor basal p=0.058 p=0.366
FEV1 (%)

basal, media (DE) 71.12 +23.65 71.65+22.52
Seguimiento (DE) 81.38 +18.05 83.06 +23.97
Cambio respecto al valor basal p<0.001 p<0.001
ACT

Basal, pso (p2s, p7s) 12.5[9-15.75] 13 [9.5-15.5]
Seguimiento, pso(p2s, p7s) 22 [19-23] 22 [19-24]
Cambio respecto al valor basal p<0.001 p<0.001
Presencia de exacerbaciones (Si/No)

Basal, n (%) 53 (60.23) 26 (45.61)
Seguimiento, n (%) 13 (14.61) 6 (10.53)
Cambio respecto al valor basal p=0.001 p<0.001

Eosindfilos en sangre (cel./ul)
Basal, pso(pa2s, p7s)

Basal, pso(p2s, p7s) 1[0-2] 0[0-1]
Seguimiento, pso(p2s, p7s) 0 [0-0] 0[0-0]
Cambio respecto al valor basal p<0.001 p<0.001

655 [330-905]

410 [230-570]

Seguimiento, pso(p2s, p7s)

80 [40-120]

10 [10-10]

Cambio respecto al valor basal
IgE (IU/ml)
Basal, pso (p2s, p7s)

p<0.001

112.55 [30.25-279.75]

p<0.001

137.7 [50-758]

Seguimiento, pso(p2s, p7s)

79 [34.9-204.1]

136 [51-147]

Cambio respecto al valor basal

p=0.015

p=0.385

GCI: corticoesteroides inhalados; GCO: corticoesteroides orales; FEV1: volumen espiratorio maximo en el
primer segundo de espiracién forzada; ACT: prueba de control del asma; IgE: inmunoglobulina E. Las
variables cualitativas se muestran como numeros (porcentaje, %). Las variables cuantitativas con
distribucidon normal se muestran como media * desviacidn estandar (DE). Las variables cuantitativas con
una distribucion no normal se muestran como p50 (p25 -p75).

3.2.2. Ciclos de GCO por aino y GCO de mantenimiento
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Durante el afio previo al inicio de la terapia bioldgica se registré un alto uso de ciclos de GCO
entre los pacientes del estudio: el 73.9% de los pacientes con mepolizumab y el 87.7% de los
gue recibieron benralizumab necesitaron uno o mas ciclos de GCO. Después de un aino con
mepolizumab, el uso de ciclos de GCO habia disminuido significativamente, en un 38.5 % (p <
0.032, Tabla 3, Figura 2), al igual que las dosis medianas recibidas por afio (p < 0.001, Tabla 3,
Figura 2). Los pacientes tratados con benralizumab registraron una reduccién significativa del 54
% en el requerimiento de ciclos de GCO y las dosis medianas de ciclos de GCO por afo también

se redujeron significativamente (p < 0.001, Tabla 3, Figura 2).
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B Basal 12 meses

Figura 2. Respuesta clinica a terapias bioldgicas: ciclos de GCO y GCO de mantenimiento. Pacientes con
ciclos de requerimientos de corticosteroides orales y GCO de mantenimiento durante los 12 meses previos
al inicio de mepolizumab y benralizumab, y en la evaluacién de seguimiento después de 12 meses de

terapia.

Antes de la terapia bioldgica, el 6.7 % de los pacientes con mepolizumab y el 8.8 % de los
pacientes con benralizumab requirieron GCO de mantenimiento. Después de 1 afio de
tratamiento con mepolizumab, el nimero de pacientes que requerian GCO de mantenimiento
se redujo significativamente al 3.8 % (p < 0.001, Tabla 3, Figura 2). Por el contrario, los requisitos
de mantenimiento de GCO en el grupo de pacientes con benralizumab, después de 1 afio de
tratamiento, aumentaron al 14 % (p = 0.734, Tabla 3, Figura 2). No hubo cambios significativos
en las dosis de GCO de mantenimiento en ninguno de los grupos de tratamiento después de 1

ano.
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3.2.3. Funcién pulmonar

La funcion pulmonar mostrd una mejora significativa después de 12 meses de terapia bioldgica
(Figura 3). En mepolizumab se observé un aumento del 10.3% en el FEV1 medio (p < 0.001, Tabla
3) y del 11.4% en benralizumab (p < 0.001, Tabla 3). Por el contrario, no hubo diferencias
estadisticamente significativas en el grupo de pacientes con valores de FEV1 superiores al 80%
para ninguna de las dos terapias bioldgicas.

p < 0.001 p < 0.001
85 I ] T

75

70

Funcidon pulmonar (%FEV1)

65

Mepolizumab Benralizumab

W Basal 12 meses

Figura 3. Respuesta clinica a las terapias bioldgicas: funcion pulmonar. Porcentaje medio del volumen
espiratorio forzado maximo en el primer segundo de espiracidon forzada (FEV1) antes de la terapia

bioldgica y después de 12 meses de terapia.

3.2.4. Prueba de control del asma (ACT)

Los cambios en las puntuaciones de las pruebas de control del asma fueron estadisticamente
significativos en todos los casos. Los pacientes mostraron un aumento de 9.5 puntos tras la
administracion de mepolizumab (12.5 a 22; p < 0.001, Tabla 3) y de 9 puntos con benralizumab

(13 a 22; p<0.001, Tabla 3).

3.2.5. Frecuencia de exacerbaciones graves

La proporcion de pacientes con exacerbaciones descendié del 62.2% en el afio previo al inicio
de la terapia bioldgica al 14.6% con mepolizumab (p = 0.001, Tabla 3, Figura 4) y del 45.6% al

10.5% con benralizumab (p < 0.001, Tabla 3, Figura 4). Se produjo una reduccion significativa en
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la mediana del nimero de exacerbaciones para ambos grupos de tratamiento (p < 0,001. Tabla

3).

70 p = 0.001
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p < 0.001
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% Pacientes con exacerbaciones
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W Basal 12 months

Figura 4. Respuesta clinica a terapias bioldgicas: exacerbaciones. Pacientes con al menos una
exacerbacién en los 12 meses previos al inicio de mepolizumab y benralizumab, y en la evaluacién de

seguimiento después de 12 meses de terapia.

3.2.6. Marcadores inflamatorios

Ambas terapias biolégicas se asociaron con reducciones significativas en el recuento de
eosinodfilos en sangre (Figura 5). La mediana del recuento de eosindéfilos en sangre se redujo en
un 88% en el grupo de mepolizumab (p < 0.001, Tabla 3) y en un 98% en el grupo de
benralizumab (p < 0.001, Tabla 3).
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Figura 5. Respuesta clinica a terapias bioldgicas: eosinéfilos en sangre. Eosinodfilos medianos antes de la

terapia bioldgica y después de 12 meses de tratamiento.

3.3. Eficacia clinica
3.3.1. Eficacia clinica de mepolizumab

Después de 12 meses de tratamiento con mepolizumab, se logré una reduccién mayor o igual al
50% en los ciclos de GCO en el 44.9% (40/89) de los pacientes y el 22.5% (20/89) no requirid
ciclos de GCO. Ademas, el 93.3% (83/89) no requirid6 GCO de mantenimiento y el 4.5% (4/89)
logré una reduccion del 50% o mas en la dosis de mantenimiento. El 48.1% (38/79) de los
pacientes respondieron satisfactoriamente a un aumento del FEV1 de al menos un 10%, y el
67.9% (55/81) obtuvieron valores de FEV1 superiores al 80%. La tasa de exacerbaciones se
redujo al menos en un 50% en el 47.2% (42/89) de los casos y el 41.6% (37/89) no sufrid

exacerbaciones durante el periodo de seguimiento. Los resultados se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Eficacia clinica de mepolizumab en pacientes con asma grave no controlada

Definicion de respondedor N %
Reducciéon de GCO > 50%
Si 40 44.94
No 29 32.58
No GCO 20 22.47
Reduccién de GCO = 50% o ausencia
Si 60 67.42
No 29 32.58
Reduccién de GCO de mantenimiento
> 50%
Si 4 4.5
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No 2 2.2
No GCO 83 93.3
Reduccién de GCO de mantenimiento
> 50% o0 ausencia
Si 87 97.8
No 2 2.2
Incremento del FEV1 2 10%
Si 38 48.1
No 41 51.9
Incremento FEV1 2 10% o FEV1 = 80%
Si 55 67.9
No 26 32.1
Reduccién de exacerbations > 50%
Si 42 47.19
No 10 11.24
No exacerbaciones 37 41.57
Reduccién de exacerbaciones 2 50% o
ausencia
Si 79 88.76
No 10 11.24

OCO: corticosteroides orales; FEV1: volumen espirado maximo en el primer segundo de espiracidon

forzada.

3.3.2. Eficacia clinica de benralizumab

El uso de benralizumab durante 12 meses se tradujo en una reduccion de los ciclos de ciclos de

GCO igual o superior al 50% en el 50.9% (29/57) de los casos y el 10.5% (6/57) no precisé de

GCO. Ademas, el 85.9% (49/57) no necesitaron GCO de mantenimientoy el 5.3% (3/57) lograron

una reduccidn del 50% o mas en la dosis de mantenimiento. El FEV1 (%) aumentd al menos un

10% en el 52.1% (25/48) de los pacientes y el 71.4% (35/49) alcanzé valores superiores al 80%.

La tasa de exacerbaciones mostré una reduccién de al menos el 50% en el 42.1% (24/57) de los

pacientes y el 52.6% no sufrié ninguna exacerbacidn que requiriera tratamiento en urgencias

y/o hospitalizacion. Los resultados se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Eficacia clinica de benralizumab en pacientes con asma grave no controlada

Definicion de respondedor | %
Reduccién de GCO > 50%
Si 29 50.9
No 22 38.6
No GCO 6 10.5
Reduccién de GCO = 50% o ausencia
Si 35 61.4
No 22 38.6
Reduccién de GCO de mantenimiento
> 50%
Si 3 5.3
No 5 8.8
No GCO 49 85.9
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Reduccién de GCO de mantenimiento
> 50% o0 ausencia
Si 52 91.2
No 5 8.8
Incremento del FEV1 > 10%
Si 25 52.1
No 23 47.9
Incremento FEV1 > 10% o FEV1 > 80%
Si 35 71.4
No 14 28.6
Reduccién de exacerbations > 50%
Si 24 42.1
No 3 5.3
No exacerbaciones 30 52.6
Reduccién de exacerbaciones > 50% o
ausencia
Si 54 94.7
No 3 5.3

OCO: corticosteroides orales; FEV1: volumen espirado maximo en el primer segundo de espiracion

forzada.

3.4. Predictores de respuesta a los 12 meses
3.4.1. Predictores de Respuesta a los 12 Meses con Mepolizumab
Respuesta a la reduccion de las cicloss de corticosteroides orales (GCO)

El analisis bivariable mostré una respuesta satisfactoria asociada a menores valores de GCl
iniciales, ausencia de ciclos de GCO durante el afio previo a mepolizumab y menor niimero de
exacerbaciones o ausencia (los valores se muestran en detalle en la Tabla S1). Tras realizar el
analisis multivariante se encontré que menores valores iniciales de GCI (OR = 0.99; IC 95% =
0.99-0.99) y la ausencia de exacerbaciones el afio previo (OR =0.47; IC 95% = 0.33—-0.70ndicaban
una tendencia a una mejor respuesta terapéutica. Los resultados del analisis multivariante se
muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Predictores de respuesta tras 12 meses de tratamiento con mepolizumab en pacientes con
asma grave no controlada (analisis multivariante).

B Odds Ratio p-valor 1Cos%
Predictores de la reducciéon de GCO
GCl -0.0015 0.99 0.037 0.99-0.99
Exacerbacion -0.6993 0.47 <0.001 0.33-0.70

Predictores de la reduccion de GCO de mantenimiento
GCO mantenimiento

. -0.3095 0.73 0.008 0.5-0.91
(mg/dia)
Mejora de la funcién pulmonar
SAHS 2.6701 14.44 0.013 2.05-146.15
FEV1 -0.1127 0.89 <0.001 0.84-0.93

Predictores de la reduccidn de exacerbaciones
Exacerbacion -1.939 0.14 0.041 0.01-0.82
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GCO: corticosteroides orales; FEV1: volumen espirado maximo en el primer segundo de espiraciéon
forzada. IC95%, intervalo de confianza del 95%.

Respuesta a la reduccion del mantenimiento con corticosteroides orales (GCO)

El andlisis bivariado mostré una respuesta satisfactoria asociada con dosis basales mds bajas de
GCO de mantenimiento o ausencia de GCO de mantenimiento, valores previos de FEV1 <80 % y
menos exacerbaciones en el afio anterior (los valores se muestran en detalle en la Tabla S2). El
analisis multivariado mostrd que las dosis mas bajas de GCO de mantenimiento indicaron una

mejor respuesta terapéutica (OR = 0.73; IC del 95 % = 0.55-0.91; Tabla 6).
Respuesta a la mejora de la funcion pulmonar (FEV1)

En el analisis bivariante se encontré una mayor mejora de la funcidn pulmonar en pacientes con
mayor edad al inicio de la terapia biolégica, ausencia de SAHS y menores valores iniciales de
FEV1 (los valores se muestran con detalle en la Tabla S3). En el andlisis multivariante se encontré
una asociacion significativa con la ausencia de SAHS (OR = 14.44; IC 95% = 2.05-146.15; tabla 6)
y menores valores iniciales de FEV1 (OR = 0.89; IC 95% = 0.84-0.93; Tabla 6).

Respuesta a la reduccion de las exacerbaciones

En el andlisis bivariado se asocié una mayor reduccidon de exacerbaciones con la ausencia de
exacerbaciones en el afo previo a la terapia bioldgica y pacientes que no habian recibido
terapias bioldgicas previas (los valores se muestran en detalle en la Tabla S4). En el andlisis
multivariante la respuesta fue mayor en aquellos pacientes que no presentaron exacerbaciones

el afio precio a la terapia bioldgica (OR = 0.14; IC 95% = 0.01-0.82; Tabla 6).

3.4.2. Predictores de Respuesta a los 12 Meses con Benralizumab
Respuesta a la reduccion de los ciclos de corticosteroides orales (GCO)

En el anadlisis bivariado la reduccidn satisfactoria de GCO se relacion6 con ausencia de EPOC,
menores ciclos de GCO en el aio previo a benralizumab y mayores niveles iniciales de eosinéfilos
en sangre. También se encontré asociacidn significativa con el sexo del paciente, en concreto
con mujeres (los valores se muestran en detalle en la Tabla S5). Tras la realizacion del andlisis
multivariante, se encontré una asociacion significativa con menos ciclos de GCO durante el afio
previo a la terapia bioldgica (OR = 0.74; IC 95% = 0.52-0.93), niveles mas altos de eosinéfilos en
sangre (OR =1.004; IC 95% = 1-1.01) y mujeres (OR = 5.20; IC 95% = 1.34-23.58). Los resultados

del analisis multivariante se muestran en detalle en la Tabla 7.
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Tabla 7. Predictores de respuesta tras 12 meses de tratamiento con benralizumab en pacientes con
asma grave no controlada (analisis multivariante)

B Odds Ratio p-valor ICos%
Predictores de la reduccién de GCO
GCO -0.3049 0.74 0.028 0.52-0.93
Eosinofilos 0.0036 1.01 0.019 1.00-1.01
Sexo 1.6486 5.20 0.002 1.34-23.58

Predictores de la reduccion de GCO de mantenimiento
0.50-0.92

0.87-0.99

Mejora de la funcién pulmonar

00453 | 09 | 0007 | 092098

Predictores de la reduccion de exacerbaciones
Habito tabaquico 1.89-4.30
GCO: corticosteroides orales; FEV1: volumen espirado mdximo en el primer segundo de espiracion
forzada. IC95%, intervalo de confianza del 95%.

Respuesta a la reduccion del mantenimiento con corticosteroides orales (GCO)

En el andlisis bivariado, se encontrd una asociacién entre la respuesta exitosa y ciclos de GCO
mas bajas en el afo anterior, valores basales de FEV1 mas bajos y ausencia de GCO de
mantenimiento (los valores se pueden encontrar en detalle en la Tabla S6). En el analisis
multivariado, los valores basales mas bajos de FEV1 (OR = 0.94; IC del 95 % = 0.87—0.99; Tabla
7) y menos ciclos de GCO (OR = 0.71; IC del 95 % = 0.50-0.92; Tabla 7) se asociaron como

predictores de GCO de mantenimiento reducido.

Respuesta a la funcion pulmonar (FEV1)

En el andlisis bivariado y multivariado se encontré asociacion entre la mejoria de la funcidn
pulmonar tras 12 meses de tratamiento con benralizumab y valores iniciales de FEV1 mds bajos
(OR=0.96; IC95% = 0.92-0.98; tabla 7). Los valores del analisis bivariado se muestran en detalle
en la Tabla S7.

Respuesta a la reduccion de las exacerbaciones

El analisis bivariante mostrd una asociacién estadisticamente significativa entre la reduccién de
exacerbaciones y los pacientes no fumadores (los valores se encuentran detallados en la Tabla
S8. En el analisis multivariado, la asociacion se mantuvo significativa (OR = 2.89; IC 95 % = 1.89—

4.30; Tabla 7).

4. Discusion
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Varios ECA han demostrado que mepolizumab y benralizumab son seguros y eficaces en
pacientes con asma grave no controlada [35, 43-46]. Sin embargo, los datos de la vida real
pueden diferir de los obtenidos de los ECA debido al énfasis que hacen en la validez interna por
la estandarizacién y los protocolos de control que pueden comprometer la validez externay, por
lo tanto, la extrapolacién de los resultados. Los estudios de vida real proporcionan informacion
complementaria a los ECA, lo que apoya la decisién clinica que conduce a una mejor
comprension de la eficacia del farmaco en condiciones reales de practica clinica y a lograr un

enfoque mas personalizado.

En este estudio, encontramos que el tratamiento con mepolizumab en el asma grave no
controlada fue muy efectivo, reduciendo significativamente los ciclos de GCO por afio, los GCO
de mantenimiento, los niveles de eosindfilos en sangre, IgE y la tasa anual de exacerbaciones
gue requieren acudir a emergencias y/u hospitalizacion. La reduccion de los niveles de IgE fue
significativa, sin embargo, como era de esperar, no fue un biomarcador de respuesta para esta
terapia anti-IL5. Se produjo una mejora significativa en el control del asma, con aumentos en las
puntuaciones del cuestionario ACT y FEV1. Los ensayos clinicos MENSA y MUSCA mostraron una
reduccidn clinicamente significativa en las tasas de exacerbacion en un 53%y un 58% (p <0.001),
respectivamente [43,44]. En nuestro estudio, los ciclos anuales de GCO son un indicador de la
tasa general de exacerbaciones y se redujeron significativamente en un 38.5%. La tasa de
exacerbaciones que requirieron urgencias u hospitalizacién en el estudio MENSA se redujo en
un 61% y el FEV1 mejord significativamente (p = 0.03) [42]. Los resultados de nuestro estudio se
asemejan a estos datos, con una reduccion del 74% de las exacerbaciones que requieren
urgencias u hospitalizacidon y una mejora significativa del FEV1 medio del 10.3%. Los estudios de
la vida real también informaron mejoras en la funcién pulmonar, control del asma, reduccion
del uso de ciclos de GCO y GCO de mantenimiento, y disminucidn de los recuentos de eosinéfilos
y exacerbaciones [29, 31, 47-52]. Entre estos estudios, encontramos una revision sistematica de
Israel E. et al. (2021) reflejando resultados similares en estudios prospectivos y retrospectivos
[47]. De acuerdo con nuestros resultados, los estudios retrospectivos incluidos en la revision
mostraron reducciones significativas del 54% al 94% en los ciclos de GCO (p <0.001 y p = 0.001,
respectivamente); reducciones del 55% en las exacerbaciones que requieren emergencia u
hospitalizacion (p < 0.001). El 73% (p = 0.004) y el 83% (p valores no informados) mostraron
reducciones en la tasa de exacerbaciones que requirieron hospitalizacién; Del 27% al 84% habian
interrumpido los GCO de mantenimiento y del 32% al 100% habian reducido la dosis de
mantenimiento inicial (p < 0.001); la funcién pulmonar mejoré entre un 3% y un 8% (p<

0.05); reducciones en los recuentos de eosindfilos en sangre del 69% al 92% (p < 0.05); y cambios
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en ACT de 5 a 8 puntos [46]. Sin embargo, hay estudios en los que no se logré una mejoria en la
funcién pulmonar, lo que puede deberse a la diferencia en la poblacién, antecedentes de

tabaquismo o tamaio de muestra mas pequeiio [50-52].

Los marcadores asociados significativamente con el efecto ahorrador de corticoides fueron la
ausencia de exacerbaciones y niveles mas bajos de GCI; la mejoria de la funcién pulmonar se
relaciond con porcentajes iniciales de FEV1 bajos y ausencia de SAHS; y la ausencia de
exacerbaciones durante el afio previo al tratamiento se asocié con una respuesta positiva a la
reduccion de las exacerbaciones. Estudios previos relacionan los niveles altos de eosinéfilos con
una mayor respuesta al tratamiento con mepolizumab [53,54]; estos estudios no son

comparables con nuestros resultados ya que evaltan la respuesta global al tratamiento.

Después de 12 meses de tratamiento con benralizumab, se informaron resultados muy
prometedores, con reducciones sustanciales en los ciclos de GCO, eosindfilos en sangre y
numero de exacerbaciones que requirieron atencion de emergencia u hospitalizacion. Ademas,
la funcion pulmonar y la puntuacion ACT experimentaron mejoras significativas. Los resultados
presentados estdn de acuerdo con los ECA ZONDA, SIROCO y CALIMA. En nuestro estudio se
observé una reduccidn significativa de las exacerbaciones que requirieron urgencias u
hospitalizacion del 77%, mientras que los estudios SIROCCO y CALIMA reflejan reducciones del
42% vy 36% (p< 0.001), respectivamente. Claramente, la reduccién es mayor en nuestro estudio,
lo que puede deberse a la mayor gravedad de los pacientes incluidos en los ensayos
aleatorizados. Nuestros resultados reflejan una reduccidn del 77% en la tasa de exacerbaciones,
similar al estudio ZONDA donde se reflejan reducciones del 70% (p < 0.001). Los estudios de la
vida real en los ultimos afios estdn en linea con nuestra investigacidon [55-58]. Entre estos
estudios, una reciente revisidn sistematica y metaanalisis realizada por Charles, D. et al., 2022,
muestra que benralizumab produce cambios significativos en la tasa anual de exacerbaciones y
porcentaje de FEV1, mejora significativa en los sintomas de asma medidos por ACT y una

disminucién de la eosinofilia en sangre [32].

Benralizumab se asocié con un mayor ahorro de GCO en mujeres, pacientes con niveles basales
de eosindfilos mas altos y menos ciclos de GCO durante el aiio anterior. Al igual que en el caso
de las terapias bioldgicas anteriores, la mejora de la funcién pulmonar se asocié con niveles
iniciales mas bajos de FEV1 y una mayor reduccién de las exacerbaciones con perfiles de
pacientes que nunca fumaron. El principal estudio de vida real que reporta marcadores de
respuesta relaciona la ausencia de exacerbaciones y GCO con un fenotipo fuertemente

eosinofilico y menor severidad de la enfermedad [59]. Estos marcadores son consistentes con
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los obtenidos en nuestro estudio para la ausencia o reduccién del GCO tras 12 meses de terapia
biolégica con benralizumab. Sin embargo, los marcadores no se asemejan a los obtenidos en
nuestro estudio para la reduccidn de las exacerbaciones y la mejora de la funcién pulmonar. Esto
puede deberse a que estos autores analizaron la respuesta total al tratamiento y no
distinguieron entre reduccion de GCO, reduccion de exacerbaciones y mejoria de la funcidn

pulmonar, como en nuestro estudio.

Cabe destacar que no encontramos diferencias estadisticamente significativas tras 12 meses de
tratamiento en el grupo de pacientes con FEV1 superior al 80% para ninguna de las dos terapias
bioldgicas, lo que sugiere que mejoran la funcién pulmonar pero que, en la mayoria de los casos,

no alcanzan valores superiores al 80% del FEV1 tras el primer afio de tratamiento.

La principal limitacién de este estudio, como todas las investigaciones de la vida real, es la falta
de un grupo de control con placebo. Su ausencia hace que la magnitud de los resultados
observados carezca de la firmeza de la comparacién con un grupo control. Ademas, tiene
limitaciones propias de una recogida de datos retrospectiva, como la falta de valores relevantes
para algunos pacientes como ACT y espirometria basal, el tamafio de la muestra y la
imposibilidad de ampliar el estudio con otras terapias anti-IL5, como reslizumab, por la falta de
pacientes en el hospital con este tratamiento. Sin embargo, los estudios de la vida real aportan
un amplio conocimiento de las terapias bioldgicas y permiten implementar los hallazgos en la

practica clinica.

5. Conclusiones

La eficacia y la seguridad de las terapias bioldgicas han sido ampliamente estudiadas y
demostradas en ensayos clinicos controlados, pero los resultados informados por este estudio
de la vida real son muy prometedores. Mostramos como mepolizumab y benralizumab mejoran
significativamente la funcién pulmonar y reducen y/o previenen la presencia de exacerbaciones
y el uso de corticoides orales en una gran proporcidon de pacientes. Ademas, la bldsqueda de
factores predictivos de respuesta a terapias bioldgicas en la vida real puede aportar informacion
para la toma de decisiones sobre su manejo clinico. Por tanto, podemos concluir que las terapias
bioldgicas estudiadas han tenido un gran impacto en la calidad de vida de los pacientes con asma

grave no controlada y la carga sanitaria asociada.
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Abstract

Omalizumab is a monoclonal antibody indicated for the treatment of severe uncontrolled asthma with an
allergic phenotype. Its effectiveness could be influenced by clinical variables and single nucleotide
polymorphisms (SNPs) in one or more of the genes involved in the mechanism of action and process of
response to omalizumab, and these could be used as predictive biomarkers of response. We conducted
an observational retrospective cohort study that included patients with severe uncontrolled allergic
asthma being treated with omalizumab in a tertiary hospital. Polymorphisms in the FCER1A (rs2251746,
rs2427837), FCER1B (rs1441586, rs573790, rs1054485, rs569108), C3 (rs2230199), FCGR2A (rs1801274),
FCGR2B (rs3219018, rs1050501), FCGR3A (rs10127939, rs396991), IL1RL1 (rs1420101, rs17026974,
rs1921622), and GATA2 (rs4857855) genes were analyzed by real-time polymerase chain reaction (PCR)
using Tagman probes. A total of 110 patients under treatment with omalizumab were recruited. After 12
months of treatment the variables associated with a reduction in exacerbations were absence of polyposis
(odds ratio [OR] = 4.22; 95% confidence interval [Cl] = 0.95-19.63), IL1IRL1 rs17026974-AG (OR = 19.07;
95% Cl = 1.27-547), and IL1RL1 rs17026974-GG (OR = 16.76; 95% Cl = 1.22—-438.76). Reduction in oral
corticosteroids (OCS) was associated with age of starting omalizumab treatment (OR = 0.95; 95% Cl =
0.91-0.99) and blood eosinophil levels > 300 cells/ul (OR = 2.93; 95% Cl = 1.01-9.29). Improved lung
function showed a relationship to absence of chronic obstructive pulmonary disease (COPD) (OR = 12.16;
95% Cl = 2.45-79.49), FCGR2B rs3219018-C (OR = 8.6; 95% Cl = 1.12-117.15), GATA2 rs4857855-T (OR =
15.98; 95% Cl = 1.52-519.57) and FCGR2A rs1801274-G (OR = 13.75; 95% Cl = 2.14-142.68; AG vs AA and
OR = 7.46; 95% Cl = 0.94-89.12; GG vs AA). Meeting 1 response criterion was related to FCER1A
rs2251746-TT (OR = 24; 95% Cl = 0.77-804.57), meeting 2 to age of asthma diagnosis (OR = 0.93; 95% ClI
= 0.88-0.99), and meeting 3 to body mass index (BMI) < 25 (OR = 14.23; 95% Cl = 3.31-100.77) and C3
rs2230199-C (OR = 3; 95% ClI = 1.01-9.92). The results of this study show the possible influence of the
polymorphisms studied on the response to omalizumab and the clinical benefit that could be obtained by

defining predictive biomarkers of treatment response.

Keywords: severe uncontrolled asthma; omalizumab; effectiveness, polymorphisms.
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1 INTRODUCCION

El asma es una enfermedad inflamatoria crdnica que cursa con hiperreactividad bronquial y una
obstruccion variable del flujo aéreo, total o parcialmente reversible que puede dar lugar a
episodios de disnea, sibilancias y exacerbaciones [1]. El asma constituye un problema de
transcendencia global, siendo una de las afecciones medicas mas graves que afecta a todos los
grupos de edad, estimaciones de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) revelan que 235
millones de personas se encuentran afectadas por esta enfermedad y cerca de 2.5 millones

mueren cada afio [2].

El asma es una de las enfermedades pulmonares mas relevantes, ya que conlleva una carga
global significativa en los sistemas sanitarios y en la sociedad debido a los altos costes que
genera y la pérdida de calidad de vida y productividad laboral de los pacientes que cursan la

enfermedad moderada-grave [3].

El principal reto del tratamiento del asma reside en su heterogeneidad, que en cierto grado esta
mediada por factores ambientales y genéticos. Dada la complejidad de la enfermedad vy la
dificultad de control, las opciones mds prometedoras han surgido en la ultima década con el
desarrollo de terapias bioldgicas como alternativa y/o complemento del tratamiento, en
concreto, los anticuerpos monoclonales que tratan la inflamacion subyacente mediante el

bloqueo de dianas selectivas [4].

Omalizumab (Xolair®) es un anticuerpo monoclonal humanizado (IgG1 kappa) que se une
selectivamente a lainmunoglobulina E (IgE) y estd indicado para el tratamiento del asma alérgica
grave [5]. La estructura molecular de la IgE incluye dos fragmentos variables (Fab) que
interactian con antigenos especificos y una region constante (Fc) que se une a los receptores
de IgE. La molécula de IgE esta formada por dos cadenas ligeras idénticas que poseen una parte
variable y una parte constante, emparejadas con dos cadenas pesadas idénticas con una porcién
variable de dominio Unico y por un fragmento constante que incluye cuatro dominios (Cel, Ce2,
Ce3, Ced) [6]. En el asma alérgica el papel patogénico de la IgE depende de su unién, a través de
los dominios Ce3 a receptores de alta afinidad (FceRI) y baja afinidad (FceRII/CD23) expresados
por muchas células. Omalizumab se une selectivamente a los dominios Ce3, que incluye los sitios
de unidn tanto para FceRl como para FceRII/CD23, de manera que impide la unién de IgE a os
receptores de alta y baja afinidad [6]. En consecuencia, omalizumab inhibe todos los procesos
celulares dependientes de la interaccién de la IgE con sus receptores: desgranulacion de
mastocitos, expresion de basdfilos de rectores de IgE de alta afinidad, supervivencia de

eosindfilos, presentacidn de antigenos a las células T y la sintesis de IgE [7,8].
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La funcion de la region Fc de IgG es mejorar la farmacocinética, aumentando la estabilidad y
prolongando la vida media del farmaco [9]. La regién Fc de IgG1 se une selectivamente a los
receptores Fc-gamma (FcyR), que son glicoproteinas integrales de membrana que exhiben una
activacion compleja o efectos inhibidores sobre las funciones celulares del anticuerpo tras la
agregacion a IgG [10,11]. Existen diferentes tipos de FcyR, FcyRI (CD64), FcyRIlI (CD32) y FeyRlll
(CD16), en los que la afinidad por la regién Fc de 1gG puede variar modificando la respuesta a
terapias biolégicas (TBs) [10]. La afinidad de estos receptores por la regién Fc de IgGl de
omalizumab podria variar debido a cambios estructurales en el dominio extracelular de los

receptores, interfiriendo con la respuesta terapéutica.

El gen receptor de la interleucina 1 tipo | (IL1RL1), ha sido estudiado en multiples estudios de
asociacién del genoma completo (GWAS) como gen de susceptibilidad al desarrollo de asma, la
respuesta del tratamiento con corticoides inhalados (GCl) y un aumento significativo de la IgE

sérica [12—-16], pudiendo verse afectada la respuesta a omalizumab.

La proteina de unién a GATA2 (GATA2), miembro de la familia de los factores de transcripcién
GATA, tiene un papel fundamental en la diferenciacién de mastocitos. Los mastocitos presentan
FceRl en la superficie celular que se une selectivamente a la IgE desencadenando la reacciéon
alérgica [17]. GATA2 se unen a la regidn promotora de FceRIA (que codifica FceRla) y al promotor
de MS4A2 (que codifica FceRIB), regulando a la expresion FceRly la actividad de desgranulacion

mediada por IgE [18].

Dentro de este marco conceptual, el objetivo del presente estudio es evaluar la participacion de
polimorfismos de nucleétido tnico (SNPs) en algunos de los genes involucrados en el mecanismo
de accién y el proceso de respuesta a omalizumab (FCERI, FCGR, C3, ILIRL1, GATA2), con el fin

de conseguir biomarcadores predictores de la respuesta a esta terapia bioldgica.

2 MATERIAL Y METODOS

2.1 Disefio del estudio

Estudio de cohorte observacional retrospectivo.
2.2 Poblacién de estudio

Este estudio incluyé a 110 pacientes mayores de 18 afios y de origen caucasico diagnosticados
de asma grave no controlada segun los criterios de la Guia Espafiola para el Manejo del Asma

(GEMA 5.2) [19], reclutados en el Servicio de Neumologia del Hospital Universitario Virgen de
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las Nieves de Granada entre marzo de 2007 y octubre de 2022. De los 110 pacientes reclutados
se evalud la respuesta a omalizumab en 74 pacientes en el momento previo al inicio del
tratamiento y trascurridos 12 meses desde el comienzo de la terapia biolégica. El resto de los
pacientes no cumplid los criterios de evaluacion del estudio. La via de administracién del
farmaco fue subcutdnea, de 75 a 600 mg de omalizumab en funcién de la concentracién inicial

de IgE y el peso del paciente cada 2 o 4 semanas [20].
2.3 Declaraciones Eticas

El estudio se realizd con la aprobacién del Comité de Etica e Investigacién del Hospital
Universitario Virgen de las Nieves (HUVN) de acuerdo con la Declaracién de Helsinki. Los sujetos
que participaron en el estudio firmaron un consentimiento informado para la recogida y analisis
genético de las muestras de saliva y para su donacién al Biobanco del Sistema Sanitario Publico

de Andalucia. Las muestras fueron identificadas por cddigos alfanuméricos.
2.4 Variables sociodemograficas y clinicas

Los datos sociodemograficos y clinicos se recogieron mediante la revisién de historias clinicas.
Los datos sociodemograficos recogidos fueron edad, sexo, IMC, habito tabaquico, afos con la
enfermedad, poliposis nasal, enfermedad respiratoria previa, alergias, reflujo gastroesofagico
(RGE), sindrome de apneas-hipopneas del suefio (SAHS), enfermedad obstructiva cronica
(EPOC), afios de TB, dosis del tratamiento y cambio a otro TB. Las variables clinicas incluyeron
ciclos de corticoides orales (GCO) expresado como mg equivalente prednisona e GCl expresado
como ug equivalentes de furoato de fluticasona, recuento de eosindfilos en sangre,
exacerbaciones con requerimiento de urgencia y/u hospitalizacién, IgE, funcién pulmonar como
volumen espiratorio forzado en el primer segundo (FEV1%) y Asthma Control Test (ACT) [21].
Las variables clinicas se recogieron referentes al afio previo del comienzo de la TB y tras cumplir

el primer afio de tratamiento.
2.5  Variables GENETICAS
2.5.1 DNAIsolation

Las muestras de saliva se recogieron en tubos cénicos BD Falcon™ de 50 ml (BD, Plymouth, Reino
Unido). EI ADN se extrajo con el QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Alemania),
siguiendo las instrucciones del fabricante para purificar el ADN de la saliva, y se almacené a -40
°C. La concentracion y la pureza del ADN se midieron utilizando un espectrofotémetro UV

NanoDrop 2000 con una relacién de absorbancia de 280/260 y 280/230.
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2.5.2 Deteccidn de polimorfismos genéticos y control de calidad

Los polimorfismos genéticos se determinaron mediante reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) en tiempo real para discriminacién alélica utilizando sondas TagMan® (AB/ Applied
Biosystems, QuantStudio 3 Real-Time PCR System, 96 wells) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante (Tabla 1). Los polimorfismos FCGR2B (rs3219018) y FCGR2B (rs1050501) fueron
analizados mediante un assay customizado por ThermoFisher Scientific (Waltham,
Massachusetts, Estados Unidos) codificados como ANPRZAZ y ANRWUVX, respectivamente. El
10% de los resultados fue confirmado mediante secuenciacién Sanger. Real-time PCR and Sanger
sequencing were performed in the PharmacogenetGCl Unit of the Hospital Universitario Virgen
de las Nieves. Los criterios para el control de calidad de los SNP fueron (1) Tasa de genotipos
faltantes por SNP < 0.05; (2) Frecuencia de alelos menores (MAF) > 0.01; (3) valor p>0.05en la
prueba de equilibrio Hardy-Weinberg; (4) Tasa de genotipos faltantes entre respondedores y no

respondedores < 0.05.

Tabla 1. Polimorfismos genéticos y TagMan® ID.

Gen SNP dbSNP ID Assay ID
FCER1A T>C rs2251746 C__1840470_20
(1923) G>A rs2427837 C_16233438_20
T>C rs1441586 C__1842226_10
FCER1B T>C rs573790 C 900105_20
(11912-13) T>G rs1054485 C__ 2932371_10
A>G rs569108 C 900116_10
(19pcf3.3) G>C rs2230199 C__26330755_10
{126222;\) A>G rs1801274 C__9077561_20
FCGR2B G>C rs3219018 ANPRZAZ
(1923.3) T>C rs1050501 ANRWUVX
FCGR3A A>C rs10127939 C__57480226_10
(1923.3) A>C rs396991 C__25815666_10
1L1RL T rs1420101 C__8906009_20
(2q12) G>A rs17026974 C_33551182_10
G>A rs1921622 C___1226146_10
GATA2 T rs4857855 C__11231076_10
(3921)

2.6 Variables respuesta

Para evaluar los predictores de respuesta a los 12 meses se tomaron como variables respuesta:
la reduccion de los ciclos de GCO anuales, considerando respuesta satisfactoria la reduccién de
al menos el 50% de los ciclos o ausencia de GCO; la mejora de la funcién pulmonar, considerando
respondedores a aquellos que consiguieron un aumento de al menos el 10% del FEV1 tras los 12

meses de tratamiento; y la reduccidén de las exacerbaciones anuales con requerimiento de
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urgencia y/u hospitalizacién, tomando como respuesta satisfactoria a aquellos pacientes que

lograron una reduccidn de al menos el 50% de las exacerbaciones o ausencia.
2.7 Andlisis estadistico

El analisis descriptivo se realizé mediante el software R 4.2.0. Las variables cuantitativas se
expresaron como media (+ desviacidn estandar) para aquellas que cumplian con la normalidad
y como mediana y percentiles (25 y 75) para las variables que no seguian una distribucion
normal. La normalidad se confirmdé mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnof. El analisis
bivariado entre la respuesta y las variables genéticas fue realizado con mdultiples modelos
(genotipico, aditivo, alélico, dominante y recesivo) usando la prueba de chi-cuadrado de Pearson
o aplicando la prueba exacta de Fisher para las variables cualitativas. Para las variables
cuantitativas se aplicd la prueba t de Student a las variables que cumplieron con la normalidad.
Se aplicod la prueba U de Mann-Whitney para variables no normales. Los modelos fueron
definidos como: alélico (D vs. d), dominante ((DD, Dd) vs. dd), recesivo (DD vs. (Dd, dd)

genotipico (DD vs. dd, y Dd vs. dd) y aditivo, siendo D, el alelo menor y d, el alelo mayor.

Se utilizdé un analisis multivariado (regresion logistica) para calcular la razéon de probabilidad
ajustada (OR) y el intervalo de confianza del 95 % (IC del 95 %) para los posibles factores

prondsticos de respuesta.

Se determind el equilibrio de Hardy-Weinberg, la frecuencia de haplotipos, y el desequilibrio de
ligamiento (LD) a través de los coeficientes D-primo de Lewontin (D’) y el coeficiente de

desequilibrio de ligamiento (r2).

Todas las pruebas fueron bilaterales con un nivel de significancia de p < 0.05, y se realizaron
utilizando el software de acceso libre para el analisis de asociacién de genoma completo PLINK
[22] y el programa estadistico R 4.2.0 [23]. EI LD se calculd se realiz6 con el software Haploview
4.2 [24] y el anadlisis de haplotipos con SNPStats [25], una herramienta web para el analisis de

estudios de asociacion.

3 RESULTADOS
3.1 Caracteristicas de los pacientes

Se incluyé un total de 74 pacientes tratados con omalizumab. Los datos clinicos vy
sociodemograficos se muestran en la Tabla 2. La edad media del total de pacientes fue de 46.89+
16.74 afios y el 65.33% (48/74) eran mujeres. El 76.71% (56/74) presentaba un IMC mayor de

25, el 21.33% (16/74) eran exfumadores y un 4% (3/74) fumadores activos. Durante el afio previo
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al comienzo de omalizumab la mediana de dosis de GCI fue de 500 (250,1000), el 74.67% (56/74)
habia recibido al menos un ciclo de GCO, el 59.15% (56/74) presentaba un FEV1<80%, el 64%
(48/74) habia sufrido al menos una exacerbacidon con requerimiento de urgencia y/u
hospitalizacion y la mediana de IgE en sangre fue de 359 (151,980) IU/MI. La descripcion del

resto de variables sociodemogréficas y clinicas se encuentra en la Tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes tratados con omalizumab.

Mean £ SD/ p50(p25,
p75)
Género
Femenino 48 65.33
Masculino 26 34.67
Edad inicio TB (afios) 74 46.89 + 16.74
Duracién asma (afios) 74 8(5,14)
IMC (kg/m2)
<25 17 23.29
>25 56 76.71
Enfermedad pulmonar previa
Si 19 25.33
No 55 79.67
Habito tabaquico
No fumador 56 74.67
Fumador 3 4
Ex fumador 16 21.33
Polipos
Si 18 24
No 56 76
Alergias
Si 58 77.3
No 16 22.67
EPOC
Si 14 18.67
No 61 81.33
ERGE
Si 24 32
No 51 68
SASH
Si 20 22.67
No 55 77.33
Edad diagndstico (afios) 74 43 (34,54)
<18 10 13.33
>18 65 88.67
GCl previos (pg/dia) 74 500 (250,1000)
Cliclos GCO/afio previos
Si 56 74.67
No 19 25.33
FEV1 previo
<80 42 59.15
>80 29 40.85
Exacerbaciones/ afio previas
Si 48 64
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No 27 36
Eosinofilos sangre previo
<300 37 54.41
>300 31 45.59
IgE previa 65 359 (151,980)
Duracién del tratamiento (afios)
<5 52 69.33
>5 23 30.67
TB previa
Si 37 49.33
No 38 50.67

IMC: indice de masa corporal; ERGE: enfermedad por reflujo gastroesofagico; SAHS: sindrome de apnea-
hipopnea del suefio; EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva cronica; GCI: corticoides inhalados; GCO:
corticoides orales; FEV1: volumen espiratorio maximo en el primer segundo de espiracion forzada; IgE:
inmunoglobulina E; TB: terapia bioldgica. Las variables cualitativas se muestran como numeros
(porcentaje, %). Las variables cuantitativas con distribucidon normal se muestran como media + desviacién
estandar (DE). Las variables cuantitativas con una distribucion no normal se muestran como p 50 (p 25 -p
75).

3.2 Eficacia clinica de omalizumab

La eficacia de omalizumab se evalud transcurridos 12 meses del inicio de omalizumab. Después
de 12 meses de tratamiento el 95.95% (71/74) presento una respuesta satisfactoria a al menos
un criterio, el 85.15% (63/74) a al menos dos criterios y el 45.59% (31/74) a los tres criterios de
respuesta. El 86.49% (64/74) respondid de forma satisfactoria a la reduccidn de exacerbaciones,
el 76.47% (52/74) a la mejora de la funcion pulmonary el 66.22% (49/74) a la reduccién de GCO
(Tabla 3).

Tabla 3. Eficacia clinica de omalizumab en pacientes con asma grave no controlada y fenotipo alérgico.

Response variable

Responde a 1 criterio
Si 71 95.95
No 3 4.05
Responde a 2 criterio
Si 63 85.15
No 11 14.86
Responde a 3 criterio
Si 31 45.59
No 37 54.41
Reduccién 250% de GCO
Si 49 66.22
No 25 33.78
Reduccidon 250% de exacerbaciones
Si 64 86.49
No 10 13.51
Incremento 2 10% del FEV1 o FEV1280%
Si 52 76.47
No 16 23.53

GCO: glucocorticosteroides orales; FEV1: volumen espiratorio maximo en el primer segundo de espiracion
forzada.
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33 Distribucion de los genotipos analizados

Las frecuencias genotipicas observadas coincidieron con los valores esperados segin el modelo
de equilibrio de Hardy-Weinberg (HDW), exceptuando IL1RL1 rs1921622 (p=0.010, Tabla S.1).
No se encontraron diferencias estadisticas con las descritas en poblacién ibérica para esta
variante (IL1RL1 rs1921622 alelo A: 0.649 vs. 0.477; p = 0.806) [26]. Los valores de desequilibrio
de ligamento D’ y r2 se muestran en la Tabla S2 y la Figura 1 muestra el grafico de LD. Los
siguientes pares de polimorfismos presentaron un fuerte desequilibrio de ligamento: IL1RL1
rs17026974/rs1420101 (D’=0.94), IL1RL1 rs1420101/rs1921622 (D’=0.84), FCER1B
rs573790/rs1441586 (D’=0.95) y FCER1A rs2427837/rs2251746 (D’=1) (Tabla S2, Figura 1). Todos
los polimorfismos mostraron una frecuencia de alelo menor (MAF) superior al 1%, por lo que
ninguno de ellos fue excluido para el analisis (Tabla S3). Las frecuencias estimadas de haplotipos

se presentan en la Tabla S4, S5, S6, S7, S8 y S9.
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Figura 1. Desequilibrio de ligamiento (LD).
3.1 Predictores de respuesta a omalizumab a los 12 meses
3.1.1 Predictores de respuesta a la reduccidn de las exacerbaciones

En el analisis bivariado las variables que se asociaron con una respuesta satisfactoria a la
reduccidon de exacerbaciones fueron la ausencia de poliposis (OR=3.92; Cl95%=0.96-16.19;
p=0.042) y SAHS (OR=4.15; CI95%=1.06-17.97; p=0.034) (Table $S10). Con respecto a las variables
farmacogenéticas, se encontrd una asociacidn entre la respuesta satisfactoria y el alelo FCER1B
rs573790-T (OR=3.92; CI95%=0.96-16.19; p=0.042), el alelo C3 rs2230199-C (OR=3.92;
Cl95%=0.96-16.19; p=0.042) y el alelo IL1IRL1 rs17026974-G para los modelos genotipico y
recesivo (OR=16.67; Cl95%=1.25-433.96; p=0.06; AG vs AA, OR=15.2; ClI95%=1.25-365.47;
p=0.06; GG vs AA y OR=15.75; CI95%=1.36-362.71; p=0.046; G vs AA) (Table S11).
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El andlisis multivariante mostré que las variables independientes asociadas con la respuesta
satisfactoria a la reduccion de exacerbaciones tras 12 meses de tratamiento con omalizumab
fueron la ausencia de poliposis (OR=4.22; CI95%= 0.95-19.63), el genotipo IL1RL1 rs17026974-
AG (OR=19.07; CI95%= 1.27-547; AG vs AA) y el genotipo IL1RL1 rs17026974-GG (OR=16.76;
Cl95%= 1.22-438.76; GG vs AA) (Tabla 4).

3.1.2 Predictores de respuesta a la reduccion de GCO

En el analisis bivariado las variables que se asociaron con una respuesta satisfactoria a la
reduccion de GCO fueron la edad de inicio de omalizumab (OR=0.96; CI95%=0.93-1; p=0.039),
pacientes con IMC<25 (OR=9.6e8; CI95%=5.7e-35-NA; p<0.001), la edad de diagndstico de asma
(OR=0.96; C195%=0.92-0.99; p=0.016) y valores de FEV1>80% y eosindfilos >300 cell/ul durante
el afio previo a recibir omalizumab (OR=2.88; CI95%=1.01-9.11; p=0.052 y OR=2.57; CI95%=0.93-
7.54; p=0.071, respectivamente) (Table S12). No se encontrd una asociacién entre la respuesta

satisfactoria y ninguna de las variantes genéticas (Table S13).

El andlisis multivariante reveld que las variables independientes asociadas con la respuesta
satisfactoria a la reducciéon de GCO tras 12 meses de tratamiento con omalizumab fueron la edad
de inicio de omalizumab (OR=0.95; CI95%= 0.0.91-0.99) y niveles de eosindfilos en sangre > 300
cell/ul (OR=2.93; CI95%= 1.01-9.29) (Tabla 4).

3.1.3 Predictores de respuesta a la mejora de la funcién pulmonar

En el analisis bivariado las variables que se asociaron con una respuesta satisfactoria a la mejora
de la funcién pulmonar fueron la edad de inicio de omalizumab (OR=0.94; CI95%=0.9-0.98;
p=0.018), IMC<25 (OR=5.68; CI95%=1-107.39; p=0.076), ausencia de enfermedad respiratoria
previa (OR=6.14; C195%=1.85-21.81; p=0.002), ausencia de EPOC (OR=15.43; CI95%=3.98-71.29;
p<0.001) y la edad de diagnéstico de asma (OR=0.95; CI95%=0.91-0.99; p=0.019) (Table S14).
Con respecto a las variables farmacogenéticas, se encontrd una asociacion y/o tendencia entre
la respuesta satisfactoria y el alelo FCGR2A rs1801274-G para el modelo genotipico y recesivo
(OR=5.25; CI95%=1.42-22.64; p=0.052; AG vs AA, OR=3; CI95%=0.7-16.13; p=0.052; GG vs AAy
OR=4.29; CI95%=1.33-14.49; p=0.012; G vs AA), el alelo FCGR2B rs3219018-C (OR=4.37;
Cl95%=1.07-29.76; p=0.052), con el alelo FCGR3A rs396991-C (OR=4.22; CI95%=1.18-17.63;
p=0.072; CAvs AAy OR=1.13; CI195%=0.23-6.35; p=0.072; CCvs AA) y el alelo GATA2 rs4857855-
T (OR=6.08; CI195%=1.07-114.8; p=0.062) (Table S15).

El andlisis multivariante mostré que las variables independientes asociadas con la respuesta

satisfactoria a la mejora de la funcidon pulmonar tras 12 meses de tratamiento con omalizumab
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fueron la ausencia de EPOC (OR=12.16; CI95%= 2.45-79.49), FCGR2B rs3219018-C (OR=8.6;
Cl95%=1.12-117.15), el alelo GATA2 rs4857855-T (OR=15.98; CI95%=1.52-519.57) y el alelo
FCGR2A rs1801274-G para el modelo genotipico (OR=13.75; ClI95%=2.14-142.68; AG vs AAy
OR=7.46; CI95%=0.94-89.12; GG vs AA, respectivamente) (Tabla 4).

3.1.4 Predictores de respuesta a al menos 1 criterio

En el analisis bivariado las variables que se asociaron con una respuesta satisfactoria a al menos
un criterio fueron la edad de inicio de omalizumab (OR=0.87; CI95%=0.73-0.98; p=0.061),
ausencia de GERD (OR=6.3e8; CI95%=1.18e-212-NA; p=0.006) y edad de diagndstico de asma
(OR=0.86; CI95%=0.72-0.97; p=0.036) (Table S16). Con respecto a las variables
farmacogenéticas, se encontré una tendencia entre la respuesta satisfactoria y el alelo FCER1A
rs2251746-T para el modelo genotipico y recesivo (OR=10.5; C|95%=0.33-356.19; p=0.088; CT vs
CC, OR=24; CI95%=0.77-804.57; p=0.088; TT vs CC y OR=17.25; CI95%=0.65-291.88; p=0.008; G
vs AA) (Table S17).

El andlisis multivariante la variable independiente que mantuvo asociacién con la respuesta
satisfactoria a al menos 1 criterio tras 12 meses de tratamiento con omalizumab fue el genotipo

FCER1A rs2251746-TT (OR=24; CI95%=0.77-804.57) (Tabla 4).
3.1.5 Predictores de respuesta a al menos 2 criterios

En el analisis bivariado las variables que se asociaron con una respuesta satisfactoria a al menos
2 criterios fueron la edad de inicio de omalizumab (OR=0.94; CI95%=0.88-0.99; p=0.026), el
IMC<25 (OR=2.8e6; CI95%=9.88e-46-NA; p=0.045) y la edad de diagndstico de asma (OR=0.93;
Cl95%=0.88-0.99; p=0.018) (Table S18). Con respecto a las variables farmacogenéticas, se
encontrd una asociacion entre la respuesta satisfactoria y el alelo GATA2 rs4857855-T

(OR=7.8e7; CI95%=1.18e-74-NA; p=0.35; T vs CC) (Table S19).

En el analisis multivariante la variable independiente que mantuvo asociacién con la respuesta
satisfactoria a al menos 2 criterios tras 12 meses de tratamiento con omalizumab fue la edad de

diagnostico de asma (OR=0.93; CI95%=0.88-0.99) (Tabla 4).
3.1.6 Predictores de respuesta a los 3 criterios

El andlisis bivariado las variables que se asociaron con una respuesta satisfactoria a los 3 criterios
fueron la edad de inicio de omalizumab (OR=0.96; CI95%=0.92-0.99; p=0.01), el IMC<25
(OR=13.38; CI95%=3.23-92.3; p<0.001), ausencia de enfermedad respiratoria previa (OR=4.11;
Cl95%=1.27-16.1; p=0.02), ausencia de poliposis (OR=5.05; CI95%=1.43-23.94; p=0.014),
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ausencia de GERD (OR=3.46; Cl95%=0.9416.67; p=0.069), ausencia de SAHS (OR=5.74;
Cl195%=1.8-22.36; p=0.003), ausencia de EPOC (OR=5.05; CI95%=1.43-23.98; p=0.014), la edad
diagnéstico de asma (OR=0.953; Cl95%=0.92-0.98; p=0.006) y FEV1 previo <80% (OR=3.43;
Cl95%=1.24-10.06; p=0.069)(Table S20). Con respecto a las variables farmacogenéticas, se
encontré una asociacidn entre la respuesta satisfactoria y el alelo C3 rs2230199-C para el
modelo dominante (OR=2.91; CI95%=1.06-8.43; p=0.039; C vs GG) y una tendencia para el
modelo genotipico (OR=1.75; CI95%=0.07-43.31; p=0.077; CC vs GG y OR=3.06; CI95%=1.07-
9.22; p=0.077; CG vs GG) (Table S21).

En el andlisis multivariante reveld que las variables independientes asociadas con la respuesta
satisfactoria a los 3 criterios tras 12 meses de tratamiento con omalizumab fueron el IMC<25
(OR=14.23; CI95%=3.31-100.77) y alelo C3 rs2230199-C (OR=3; CI95%=1.01-9.92) (Tabla 4).

Tabla 4. Predictores de respuesta a los 12 meses de tratamiento con omalizumab en pacientes con asma
grave no controlada (analisis multivariante).

OR (ICo5%) p-value
Respuesta a la reduccion de las exacerbaciones
Polipos (No) 4.22 (0.95-19.63) 0.050
ILARL1 rs17026974 (AG vs AA) 19.07 (1.27-547) 0.040
ILARL1 rs17026974 (GG vs AA) 16.76 (1.22-438.76) 0.041
Respuesta a la reduccion de la GCO
Eosinofilos (>300 cll/ul) 2.93 (1.01-9.29) 0.055
Edad de inicio de omalizumab 0.95 (0.91-0.99) 0.032

Respuesta a la mejora de la funcién pulmonar

EPOC (No) 12.16 (2.45-79.49) 0.004
GATA2 rs4857855 (T vs CC) 15.98 (1.52-519.57) 0.052
FCGR2A rs1801274 (AG vs AA) 13.75 (2.14-142.68) 0.012
FCGR2A rs1801274 (GG vs AA) 7.46 (0.94-89.12) 0.076
FCGR2B rs3219018 (C vs GG) 8.6 (1.12-117.15) 0.052

Respuesta a al menos 1 criterio

FCER1A rs2251746 (TT vs CC) 24 (0.77-804.57) 0.045

Respuesta a al menos 2 criterios

Edad de diagndstico 0.93 (0.88-0.99) 0.018

Respuesta a los 3 criterios
IMC (<25) 14.23 (3.31-100.77) 0.001
C3rs2230199 (C vs GG) 3(1.01-9.92) 0.063

OR, odds ratio; 1C95%, Intervalo de confianza del 95%.

4 DISCUSION

La respuesta de los pacientes diagnosticados de asma grave no controlada con fenotipo alérgico
es variable [27-30]. La busqueda de biomarcadores predictores de predisposicion al asma,
exacerbaciones y respuesta al tratamiento con GCl o SABA esta siendo el objetivo principal de
numerosas investigaciones realizadas en los ultimos afios. Omalizumab ya ha demostrado su

eficacia en la reduccién de sintomas y el uso de medicacidn de rescate, ademas de le mejora la
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calidad de vida del paciente con multiples ensayos clinicos aleatorizados controlados (EAC)
[31,32,41,42,33-40] y estudios en vida real [6,43—47]. Diferentes autores respaldan la gran
contribucion genética en la predisposicion al asma, con estimaciones de hasta un 74% en adultos
y un 90% en nifios [48—53]. También se ha estudiado la implicacién de la farmacogenética en la
respuesta al tratamiento con agonistas B2 adrenérgicos de accidn corta inhalados (SABA) [54] y
GCI [55-57]. Sin embargo, no existen estudios que reporten biomarcadores genéticos asociados
a la respuesta a TBs, como omalizumab, en pacientes asmaticos. Para ello, necesitamos evaluar
la efectividad de los tratamientos en diferentes poblaciones y encontrar los biomarcadores que
determinan esa efectividad. En nuestro estudio, tras 12 meses de tratamiento con omalizumab
se atribuyd el mayor porcentaje de respondedores a aquellos que presentaron una mejora
satisfactoria en al menos uno de los criterios de respuesta (95.6%), seguidos de los que
consiguieron una reduccidon > 50% del ratio de exacerbaciones (86.5%), respondedores a al
menos dos criterios de respuesta (85.1%), aquellos que consiguieron una mejora 210% de FEV1
o FEV1>80% (76.5%), respondedores a la reduccion 250% de GCO (66.2%) y respondedores a los
tres criterios (45.6%). Un estudio realizado por Casale et al. en 806 pacientes blancos (EEUU) con
asma y tras 12 meses de tratamiento con omalizumab mostré que el 77,8 % respondié a una
reduccion de la exacerbacion del 50 % o mas, en linea con nuestros resultados, el 35,9% a una
mejora de 10% o mas del FEV1, algo inferior a lo obtenidos en nuestro estudio y el 64.7% mejord
la puntuacion en el Asthma Control Test (ACT) [58], variable que no pudimos emplear como
criterio de respuesta por la falta de datos previos. En consonancia con nuestros resultados,
encontraron que el 86.9% respondia a al menos uno criterios [58]. En nuestro estudio los
biomarcadores de respuesta encontrados fueron: la mayor edad de inicio de la TB y de
diagndstico de la enfermedad asociados a una menor probabilidad de respuesta en la mejora de
la funcion pulmonar, y la ausencia de enfermedad pulmonar previa y un IMC<25 con un mayor
riesgo de mejora pulmonar; valores de FEV1 previos >80%, eosindfilos en sangre > 300 cel/mLy
resultados de IMC<25 se relacionaron con una probabilidad mayor de reducciéon de los ciclos de
GCO; la ausencia de poliposis y ERGE con mejor respuesta a la reduccidn de exacerbaciones con
requerimiento de urgencia. En consonancia con nuestros resultados varios autores reflejan que
recuentos de eosindfilos >300 cel/mL se traducen en una mejor respuesta a omalizumab y
reduccion del nimero de exacerbaciones, que por consiguiente implica la reduccidn de ciclos de
GCO [59-61]. Casale et al. encontraron relacién entre la mejora de la funcién pulmonar eny un
nivel elevado de eosindfilos (p=0.011) y un mayor riesgo de exacerbaciones si habian presentado
el afo previo (OR=2.19; IC95%=1.55-3.08; p<0. 001), sin embargo, no buscaron biomarcadores

asociados con el efecto ahorrador de la GCO [58]. Otros autores que evaluaron la respuesta
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global encontraron relacion entre valores altos de IgE y eosinéfilos en sangre y menores niveles

de FEV1 con una mayor respuesta a omalizumab [44,46,47,62].

Entre los resultados reportados hasta el momento, se han identificado varios biomarcadores
como posibles predictores de la respuesta a omalizumab. La farmacogenética puede ser la
herramienta complementaria perfecta para sacar el maximo al partido a la informacidn de la
gue ya disponemos y acercarnos a la consecucién de una medicina personalizada, que podria
optimizar el tratamiento del paciente sabiendo de forma previa la respuesta/toxicidad que
podria presentar el paciente. Polimorfismos en algunos de los genes involucrados en el
mecanismo de acciéon de omalizumab, como son FCER1, C3, ILIRL1 y GATA2 podrian participar
como complemento a estos biomarcadores de respuesta. A dia de hoy, ningun estudio ha

investigado la participacion de estos SNP, ni otros en la respuesta terapéutica a omalizumab.

El gen que codifica la cadena alfa del receptor de alta afinidad para IgE (FCER1A) se encuentra
localizado en el cromosoma 1g23. En este gen hay dos SNPs, rs2251746 (T > C) y rs2427837 (C >
T), que han sido ampliamente estudiados por su relacidn con altos niveles de IgE sérica [63—65].
En nuestro estudio encontramos que para el SNP FCER1A rs2251746 los portadores del genotipo
CT y TT, y los portadores del alelo T presentaron un mayor riesgo de responder a al menos un
criterio que los portadores del genotipo CC. No se ha estudiado previamente su asociacién con
la respuesta a omalizumab, pero En-Chinh Liao et al. relacionaron los genotipos CT y TT del SNP
rs2251746 niveles mas elevados de IgE total, IgE especifico y células B de secrecidn de IgE
(p<0.001) [63]. Estos resultados son respaldados por otros autores [64,65]. La asociacion de este
SNP con una predisposicion genética niveles mas elevados de IgE y con una mayor respuesta a
omalizumab esta en linea con los biomarcadores que se reportaban previamente [44]. No se

encontraron asociaciones entre estos SNPs y ninguna de las otras respuestas evaluadas.

La subunidad beta del receptor épsilon de inmunoglobulina de alta afinidad es una proteina que
en humanos esta codificada por el gen FCER1B, que esta localizado en el cromosoma 11g12-13.
En este gen se han descrito los SNPs rs1441586 (T>C), rs573790 (T>C), rs1054485 (T>G) y
rs569108 (A>G), comunes en la patologia asmatica, atopia y relacionados con altos niveles de
IgE [66—70]. En nuestro estudio solo se encontrd una asociacién significativa entre el genotipo
FCER1B rs573790-CC y una mayor probabilidad de respuesta a la reduccidn de exacerbaciones
con respecto al alelo T. No se han reportados estudios que estudien la asociacién de este SNP
con la respuesta a omalizumab, pero si se ha reportado la presencia del genotipo rs573790-CC

en pacientes con enfermedad respiratoria exacerbada por aspirina (AERD) y asma [71].
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El polimorfismo C3 rs2230199 (G>C) produce un cambio de Arginina (Arg) por Glicina (Gly)
(p.Argl02Gly), dando lugar a una variante sin sentido que altera parcialmente la funcionalidad
del complemento en el asma [72]. En nuestro estudio encontramos asociacion entre el alelo C3
rs2230199-Cy una mayor probabilidad de respuesta a la reduccién de exacerbaciones con el uso
de omalizumab. También se vinculé el genotipo C3 rs2230199-CCy CG con mayor predisposicion
en la respuesta a tres criterios. No se ha estudiado previamente la relaciéon de este SNP con la
respuesta a omalizumab, pero si hay autores que asocian cambios en la funcionalidad del gen
con una alteracién en la produccién de interleucina-4 (IL4) y las respuestas IgE e IgG especificas
[72], lo que nos hace pensar que si se altera la funcionalidad del gen también podria verse

alterada la unién de omalizumab a IgE.

En los receptores FcyR, se han estudiado SNPs que podrian afectar a la estabilidad de unién de
la regién Fc de omalizumab en los genes FCGR2A, FCGR2B y FCGR3A, localizados en el
cromosoma 1g23.3. Nuestros resultados solo reportaron asociaciones significativas de los SNPs
en estos genes con la respuesta a la mejora de la funcidon pulmonar. Los alelos FCGR2A
rs1801274-G, FCGR2B rs3219018-C y FCGR3A rs396991-C fueron los que se vincularon con una
mayor respuesta. El SNP FCGR2A rs1801274 (A > G) da lugar a una sustitucion de histidina (His)
por Arg (His131Arg) [73,74]. Estudios previos en otras patologias mostraron que el FCGR2A con
His en lugar de Arg en la posicién 131 se traducia en una mayor afinidad por IgG1 [75], lo que
puede explicar la asociacién del alelo G con la respuesta. El receptor FcyRlIlb, es un receptor
inhibidor de 1gG, cuyos SNPs que se han correlacionado con la regulacién negativa de la
expresion de FcyRlIlb en las células B y la regulacion positiva de las respuestas de anticuerpos
1gG [76,77]. Esto podria explicar la asociacion del alelo C del SNP FCGR2B rs3219018 (G > C) con
una mejor respuesta, en este caso correspondiéndose a la regulacion positiva de 1gG. EI SNP
FCGR3A rs396991 (A > C) produce una sustitucion de fenilalanina (Phe) por valina (Val)
(Phel58Val). En estudios previos con otras TBs muestran que la variante de baja afinidad
FCGR3A-p.158Phe se asocia con un menor aclaramiento de la TB y consecuentemente con una

mejor respuesta terapéutica [75].

El gen ILIRL1 se encuentra en el cromosoma 2q12. Estudios previos indican que los SNPs
estudiados (rs1420101, rs17026974, rs1921622) podrian actuar como promotores de la
respuesta inflamatoria de tipo 2 en las vias respiratorias, con mayores recuentos de IgE sérica,
alta eosinofilia y menor reversibilidad de FEV1, sin embargo no se ha estudiado su relacién con
la respuesta a TBs [12,13,78]. En nuestro estudio solo se encontrd asociacidn positiva entre el

alelo IL1IRL1 rs17026974-G y la reduccion de exacerbaciones.
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El gen GATA2 se encuentra localizado en el cromosoma 3g21. Nuestros resultados reportan
asociacion significativa del alelo GATA2 rs4857855-T con la mejora de la funcién pulmonary la
respuesta a al menos dos parametros. Investigaciones previas remarcan el importante papel de
GATA2 en el desarrollo de células hematopoyéticas y células Th2, asociando este SNP con
recuentos elevados de eosindfilos [13,79], pero no ha sido estudiado su papel en la respuesta a

TBs.

La principal limitacion de este estudio fue el tamafio de la muestra, que puede ser responsable
de la perdida de asociacién estadisticamente significativa de alguna de las variables genéticas y
los tipos de respuesta analizados. Para controlar la homogeneidad vy fiabilidad de las variables
recogidas, todos los pacientes se reclutaron de la misma cohorte hospitalaria, con los mismos
procedimientos y a través del mismo personal. Otra limitacion inherente a un estudio
retrospectivo es la falta de algunos datos clinicos de interés para algunos de los pacientes. A
pesar de ello, los efectos observados fueron concisos, aunque se requieren estudios que valores

el factor prondstico de estos polimorfismos en cohortes mas grandes.

5 CONCLUSIONES

En conclusién, este estudio muestra polimorfismos con un potencial valor prondstico de la
respuesta al tratamiento con omalizumab. Sin embargo, aln se desconoce la implicacién
funcional de la mayoria de los loci del asma. Por ello, se necesita mas estudios para aumentar la
comprension del impacto de estos genes y la susceptibilidad a la respuesta a las terapias
bioldgicas, como omalizumab, para conseguir su uso en la practica clinica futura y encaminarnos

hacia una medicina mas personalizada.

Materiales complementarios: Table S1. Hardy-Weinberg equilibrium for the SNPs included in
the study; Table S2. Linkage disequilibrium of the studied SNPs; Table S3. Minor allele
frequencies for the SNPs studied; Table S4. Estimation of haplotype frequency in the
reduction/absence of exacerbations; Table S5. Estimation of haplotype frequency in the
reduction and/or absence of oral corticosteroids; Table S6. Estimation of haplotype frequency
in lung function improvement; Ta-bleS7. Estimation of haplotype frequency in response to 1
criterion; Table S8. Estimation of haplotype frequency in response to 2 criteria; Table S9.
Estimation of haplotype frequency in the response to the 3 criteria; Table $10. Association of
clinical characteristics of omalizumab-treated patients with reduced and/or no exacerbations;

Table S11. Association of omalizumab genetic polymorphisms with reduction and/or absence of
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exacerbations; Table S12. Association of clinical characteristics of omalizumab-treated patients
with reduction and/or absence of oral corticosteroids; Table S13. Association of omalizumab
genetic polymorphisms with corticosteroid reduction and/or absence; Table S14. Association of
clinical characteristics of omalizumab-treated patients with improvement in lung function; Table
S15. Association of omalizumab genetic polymorphisms with improved lung function (FEV1);
Table S16. Association of clinical characteristics of omalizumab-treated patients with response
to at least one criterion; Table S17. Association of omalizumab genetic polymorphisms with
responders to at least one criterion; Table S18. Association of clinical characteristics of patients
treated with omalizumab with response on at least 2 criteria; Table S19. Association of
omalizumab genetic polymorphisms with 2-criteria response; Table S20. Association of clinical
characteristics of omalizumab-treated patients with response to the 3 criteria; Table S21.

Association of omalizumab genetic polymorphisms with response to the 3 criteria.
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Abstract

The most promising treatment options for severe uncontrolled asthma (SUA) have emerged in recent
years with the development of monoclonal antibodies for blocking selective targets responsible for the
underlying inflammation. Variability of response to mepolizumab and benralizumab could be influenced
by single-nucleotide polymorphisms (SNPs), and it would be useful to detect these and use them as
predictive biomarkers of response. We conducted an observational retrospective cohort study that
included patients with severe uncontrolled eosinophilic asthma being treated with mepolizumab and
benralizumab in a tertiary hospital. Polymorphisms in the IL5 (rs4143832, rs17690122), RAD50
(rs11739623, rs4705959), IL1IRL1 (rs1420101, rs17026974, rs1921622), GATA2 (rs4857855), IKZF2
(rs12619285), FCGR2A (rs1801274), FCGR2B (rs3219018, rs1050501), FCGR3A (rs10127939, rs396991),
FCER1A (rs2251746, rs2427837), and FCER1B (rs1441586, rs573790, rs1054485, rs569108) genes were
analyzed by real-time polymerase chain reaction (PCR) using Tagman probes. A total of 188 patients under
treatment with mepolizumab and benralizumab were recruited. After 12 months of treatment, FCER1B
rs1054485-T (OR = 5.33; 95% Cl = 1.06—30.02) was associated with a reduction in exacerbations with
mepolizumab. Reduction in oral corticosteroids (OCS) was associated with IL5 rs4143832-T (OR = 3.89;
95% Cl = 1.03-19.22), IKZF2 rs12619285-A (OR = 3.72; 95% Cl = 0.79-20.43), FCER1B rs569108-AA (OR =
8.86; 95% Cl = 1.18-181.94), and FCGR2A rs1801274-GG (OR = 7.73; 95% Cl = 1.29-148.9) in patients
treated with benralizumab. Improvement in lung function showed a relationship with ILIRL1 rs1921622-
A (OR =4.53; 95% Cl = 1.11-30.89), IL1RL1 rs1420101-C (OR = 6.1e7; 95% ClI = 1.35e—61-NA), FCER1B
rs1441586-TT (OR = 3.71; 95% Cl = 0.9-25.47), and FCER1A rs2427837-A (OR = 3.7; 95% Cl = 1.16-14.73)
in treatment with mepolizumab and IKZF2 rs12619285-AA (OR = 5; 95% Cl = 1.22-26.05), FCER1A
rs2427837-A (OR = 5; 95% Cl = 1.1-36.02), and FCER1B rs1441586-C (OR = 6.9; 95% ClI = 1.38-40.98) in
benralizumab. The results of this study show the potential influence of the polymorphisms studied on the
response to mepolizumab and benralizumab and the clinical benefit that could be obtained by defining

predictive biomarkers of treatment response.

Keywords: severe uncontrolled asthma; mepolizumab; benralizumab; effectiveness, polymorphisms.
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1 INTRODUCCION

El asma grave no controlada (AGNC) se caracteriza por la necesidad de utilizar multiples
farmacos y a altas dosis para su tratamiento, escalones 5-6 de Guia Espafiola para el manejo del
asma (GEMA) y 5 de Global Inciative for Asthma (GINA) [1,2]. La respuesta inmune tipo 2 tiene
un papel crucial en la patogénesis del asma grave, involucrando distintos tipos de células, entre

las que destacan las células T helper tipo 2 (Th2) y las células linfoides innatas tipo 2 (ILC2) [3].

La interleucina 5 (IL-5) es una potente citocina proinflamatoria responsable de la maduracion,
proliferacién, activacién, migracién y supervivencia de eosindfilos. Es producida por diferentes
elementos celulares, incluidos los linfocitos Th2, las ILC2, los mastocitos y los eosindfilos. La
exposicidn a alérgenos activa las células Th2 que producen y secretan IL-5. La presencia de IL-4
es esencial debido a su requerimiento para a activar las células Th2 a través de la estimulacion
de factores de transcripcion clave. La liberacién de IL-5 de ILC2 depende de la activacién de
GATAS3 inducida por las citocinas innatas epiteliales, incluidas IL-25, IL-33 y especialmente la

linfopoyetina del estroma timico (TSLP) [4].

Las opciones de tratamiento mds prometedoras para el AGNC han surgido en los ultimos afios
con el desarrollo de anticuerpos monoclonales para el bloqueo de dianas selectivas

responsables de la inflamacidon subyacente [5].

Mepolizumab (Nucala®) es un anticuerpo monoclonal humanizado (IgG1, kappa) que actua
uniéndose a la IL-5 con alta afinidad y especificidad. Mepolizumab inhibe la bioactividad de la
IL-5, mediante el bloqueo de su unidn a la cadena alfa del complejo receptor IL-5 (IL-5Ra)
expresado en la superficie celular del eosindfilo, inhibiendo de este modo la sefal de IL-5 y

reduciendo la produccién y la supervivencia de los eosindfilos [6].

Benralizumab (Fasenra®) es un anticuerpo monoclonal humanizado y afucosilado (1gG1, kappa).
Se une con gran afinidad y especificidad a la subunidad alfa del receptor de IL-5Ra. El receptor
IL-5 se expresa especificamente en la superficie de eosindfilos y basdfilos. La ausencia de fucosa
en el dominio constante (Fc) de benralizumab determina una gran afinidad por los receptores
Fc-gamma Il (FcyRIIl) en células efectoras inmunitarias como los linfocitos citoliticos naturales
(células NK). Esto causa apoptosis de eosindfilos y baséfilos mediante un refuerzo de la

citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos, lo que reduce la inflamacion eosinofilica [7].

Las inmunoglobulinas (lg) estan formadas por dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras unidas
por puentes disulfuro. Ambas cadenas constan de dos partes, el dominio Fc, y una regién

variable (Fab). La funcion de la region Fc de 1gG es mejorar la farmacocinética, aumentando la
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estabilidad y prolongando la vida media del farmaco [8]. La regién Fc de IgG1l se une
selectivamente a los receptores FcyR, glicoproteinas integrales de membrana que producen una
activacion compleja o la inhibicidn sobre las funciones celulares del anticuerpo tras la agregacion
a lgG [9,10]. Existen diferentes tipos de FcyR, FcyRI (CD64), FcyRIl (CD32) y FeyRIII (CD16), en los
que la afinidad por la regidon Fc de IgG puede variar modificando la respuesta a terapias

bioldgicas (TBs) [9].

Existen estudios que asocian polimorfismos de nucleétido tnico (SNPs) en el gen de IL5 con asma
atépica, un aumento de la expresién de ARNm de IL5, una funcién disminuida de la funcidn

pulmonar y con el recuento eosinofilico [11,12]

La IL-1 es una citocina proinflamatoria de los linfocitos Th2 y su expresiéon se encuentra
aumentada en asma ya que promueve la activacién de los linfocitos T y por consiente, la
promocién en el recuento de eosindfilos [13]. Recientemente se ha informado que IL-33
pertenece a la familia de las IL-1, con capacidad para la produccion de Th2. Sus funciones estdn
mediadas por el receptor de IL1 (IL1RL1), que da lugar a la liberacién de mediadores alérgicos y
eosindfilos, como IL-5 e IL-13, lo que tiene como resultado un aumento del recuento de

eosindfilos y la inflamacion eosinofilica [14], pudiendo verse afectada la respuesta a estas TBs.

El gen IKZF2 pertenece a la familia IKAROS de proteinas zinc-finger. Los miembros de esta familia
son factores de transcripcién hematopoyéticos especificos del desarrollo de linfocitos [15].
Estudios asocian la presencia de SNPS en este gen con el recuento de eosindfilos en asma

[11,16].

El gen GATA2 codifica al factor de transcripcién involucrado en el desarrollo y la proliferacion de
células hematopoyéticas y se define como factor critico para el desarrollo de eosinéfilos [17].

Estudios asocian la presencia de SNPS en este gen con el recuento de eosindéfilos en asma [11].

La IL-5 es fundamental para la maduracion y diferenciacion de eosindéfilos. Por el contrario, los
granulos especificos de eosindéfilos pueden almacenar IL-5, lo que indica que estas células
también podrian contribuir a aumentar los niveles circulantes de IL-5 [18,19]. Otros autores
plantearon que RAD50 podria actuar como factor comun regulando los niveles de IL-5. Se han
detectado SNPs en este gen fuertemente ligados a los niveles de IL-5 y eosinofilia [20], lo que

podria afectar a la respuesta terapéutica.

FceRl activa mastocitos y basoéfilos mediante la interaccion de los receptores FceRIl con dimeros
de IgE unidos por un antigeno multivalente [21]. El complejo Ag-IgE-FceRI activa una proteina G

y estimula un complejo procesos que tiene como resultado final la sintesis y secrecion de




Tesis doctoral Susana Rojo Tolosa : RESULTADOS

citocinas como IL-1, IL-4 y IL-5 [22—25]. La presencia de SNPs en este gen podria modificar este

proceso pudiendo afectar a la respuesta a estas TBs.

En la actualidad no existen estudios de asociacién de SNPs con la respuesta a estas TBs. Dentro
de este marco conceptual, el objetivo del presente estudio fue evaluar la implicacion SNPs en
algunos de los genes involucrados en el mecanismo de accion y el proceso de respuesta a
mepolizumab y benralizumab (FCGR3, IL-5, FCERI, IL1RL1, IKZF2, GATA2, RAD50), con el fin de

conseguir biomarcadores predictores de respuesta a las TBs.

2 MATERIAL Y METODOS

2.1 Disefio del estudio

Estudio de cohorte observacional retrospectivo.
2.2 Poblacién de estudio

Este estudio incluyé a 188 pacientes mayores de 18 afios y de origen caucasico diagnosticados
de asma grave no controlada segun los criterios de la Guia Espafiola para el Manejo del Asma
(GEMA 5.2) [1], reclutados en el Servicio de Neumologia del Hospital Universitario Virgen de las
Nieves de Granada entre abril de 2014 y abril de 2022. De los 188 pacientes reclutados se evalud
la respuesta a mepolizumab en 73 pacientes y a benralizumab en 51 pacientes en el momento
previo al inicio del tratamiento y trascurridos 12 meses desde el comienzo de la terapia
bioldgica. El resto de los pacientes no cumplid los criterios de evaluacion del estudio. La via de
administracién del farmaco fue subcutanea: 100 mg de mepolizumab cada 4 semanas y 30 mg
de benralizumab cada 4 semanas para las 3 primeras dosis y posteriormente cada 8 semanas

(6,7].
2.3 Declaraciones éticas

El estudio se realizé con la aprobacién del Comité de Etica e Investigacién del Hospital
Universitario Virgen de las Nieves (HUVN) de acuerdo con la Declaracién de Helsinki. Los sujetos
que participaron en el estudio firmaron un consentimiento informado para la recogida y analisis
genético de las muestras de saliva y para su donacién al Biobanco del Sistema Sanitario Publico

de Andalucia. Las muestras fueron identificadas por codigos alfanuméricos.
2.4 Variables sociodemograficas y clinicas

Los datos sociodemograficos y clinicos se recogieron mediante la revisién de historias clinicas.

Los datos sociodemograficos recogidos fueron edad, sexo, IMC, habito tabaquico, afios con la
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enfermedad, poliposis nasal, enfermedad respiratoria previa, alergias, reflujo gastroesofagico
(RGE), sindrome de apneas-hipoapneas del suefio (SAHS), enfermedad obstructiva cronica
(EPOC), afios de TB, dosis del tratamiento y cambio a otro TB. Las variables clinicas incluyeron
ciclos de corticoides orales (GCO) expresado como mg equivalente prednisona e GCl expresado
como pg equivalentes de furoato de fluticasona, recuento de eosindfilos en sangre,
exacerbaciones con requerimiento de urgencia y/u hospitalizacidn, IgE, funcién pulmonar como
volumen espiratorio forzado en el primer segundo (FEV1%) y Asthma Control Test (ACT) [26].
Las variables clinicas se recogieron referentes al afio previo del comienzo de la TB y tras cumplir

el primer afio de tratamiento.
2.5 Variables genéticas
2.5.1 Aislamiento del ADN

Las muestras de saliva se recogieron en tubos cénicos BD Falcon™ de 50 ml (BD, Plymouth, Reino
Unido). Reino Unido). EI ADN se extrajo con el QlJAamp DNA Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden,
Alemania), siguiendo las instrucciones del fabricante para purificar el ADN de la saliva, y se
almacené a -40 °C. La concentracidon y la pureza del ADN se midieron utilizando un

espectrofotometro UV NanoDrop 2000 con una relacion de absorbancia de 280/260 y 280/230.
2.5.2 Deteccion de polimorfismos genéticos y control de calidad

Los polimorfismos genéticos se determinaron mediante reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) en tiempo real para discriminacién alélica utilizando sondas TagMan® (ABI Applied
Biosystems, QuantStudio 3 Real-Time PCR System, 96 wells) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante (Tabla 1). Los polimorfismos FCGR2B (rs3219018) y FCGR2B (rs1050501) fueron
analizados mediante un assay customizado por ThermoFisher Scientific (Waltham,
Massachusetts, Estados Unidos) codificados como ANPRZAZ y ANRWUVX, respectivamente. El
10% de los resultados fue confirmado mediante secuenciacion Sanger. La PCR a tiempo real y la
secuenciacién Sanger se realizaron en la Unidad de Farmacogenética del Hospital Universitario
Virgen de las Nieves. Los criterios para el control de calidad de los SNP fueron (1) tasa de
genotipos faltantes por SNP < 0.05; (2) frecuencia de alelos menores > 0.01; (3) valor p > 0.05 en
la prueba de equilibrio Hardy-Weinberg; (4) tasa de genotipos faltantes entre respondedores y

no respondedores < 0.05.

Tabla 1. Polimorfismos genéticos y TagMan® ID.

dbSNP ID Assay ID
IL5 T>G rs4143832 C__28028637_10
(5931) A>G rs17690122 C_33291516_10
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RESULTADOS

RAD50 oT rs11739623 C__31237883_10
(5931.1) T>C rs4705959 C___2549990_10
FCERIA T>C rs2251746 C___1840470_20
(1923) G>A rs2427837 C__16233438_20
T>C rs1441586 C___1842226_10
FCER1B T>C rs573790 C___900105_20
(11q12-13) T>G rs1054485 C__2932371_10
A>G rs569108 C___900116_10
IkzFaz A>G rs12619285 C__1861821_10
(2913)
FCGR2A
(1423.3) A>G rs1801274 C___9077561_20
FCGR2B G>C rs3219018 ANPRZAZ
(1923.3) T>C rs1050501 ANRWUVX
FCGR3A A>C rs10127939 C__57480226_10
(1923.3) A>C rs396991 C__25815666_10
\L1RL T rs1420101 C___8906009_20
(2q12) G>A rs17026974 C__33551182_10
q G>A rs1921622 C___1226146_10
GATAZ o> T rs4857855 C__11231076_10
(3921)

2.6 Variables de respuesta

Se tomaron como variables respuesta para evaluar los predictores de respuesta a los 12 meses:
la reduccién de los ciclos de GCO anuales, considerando respuesta satisfactoria la reduccién de
al menos el 50% de los ciclos o ausencia de GCO; la mejora de la funcién pulmonar, considerando
respondedores a aquellos que consiguieron un aumento de al menos el 10% del FEV1 o un
FEV1>80% tras los 12 meses de tratamiento; y la reduccidn de las exacerbaciones anuales con
requerimiento de urgencia y/u hospitalizacion, tomando como respuesta satisfactoria a aquellos

pacientes que lograron una reduccion de al menos el 50% de las exacerbaciones o ausencia.
2.7 Analisis estadistico

El analisis descriptivo se realizé mediante el software R 4.2.0. Las variables cuantitativas se
expresaron como media (+ desviacidn estandar) para aquellas que cumplian con la normalidad
y como mediana y percentiles (25 y 75) para las variables que no seguian una distribucién
normal. La normalidad se confirmé mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnof. El andlisis
bivariado entre la respuesta y las variables genéticas fue realizado con multiples modelos
(genotipico, aditivo, alélico, dominante y recesivo) usando la prueba de chi-cuadrado de Pearson
o aplicando la prueba exacta de Fisher para las variables cualitativas. Para las variables
cuantitativas se aplicd la prueba t de Student a las variables que cumplieron con la normalidad.

Se aplicd la prueba U de Mann-Whitney para variables no normales. Los modelos fueron
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definidos como: alélico (D vs. d), dominante ((DD, Dd) vs. dd), recesivo (DD vs. (Dd, dd)

genotipico (DD vs. dd, y Dd vs. dd) y aditivo, siendo D, el alelo menor y d, el alelo mayor.

Se utilizdé un analisis multivariado (regresion logistica) para calcular la razéon de probabilidad
ajustada (OR) y el intervalo de confianza del 95 % (IC del 95 %) para los posibles factores

prondsticos de respuesta.

Se determind el equilibrio de Hardy-Weinberg, la frecuencia de haplotipos, y el desequilibrio de
ligamiento (LD) a través de los coeficientes D-primo de Lewontin (D’) y el coeficiente de

desequilibrio de ligamiento (r2).

Todas las pruebas fueron bilaterales con un nivel de significancia de p < 0.05, y se realizaron
utilizando el software de acceso libre para el andlisis de asociacién de genoma completo PLINK
[27] y el programa estadistico R 4.2.0 [28]. EI LD se calculd se realizé con el software Haploview
4.2 [29] y el analisis de haplotipos con SNPStats [30], una herramienta web para el andlisis de

estudios de asociacion.

3 RESULTADOS

3.1 Caracteristicas de los pacientes

3.1.1 Caracteristicas de los pacientes tratados con mepolizumab.

Se incluyd un total de 73 pacientes tratados con mepolizumab. Los datos clinicos vy
sociodemograficos se muestran en la Tabla 2. La mediana de edad de inicio de la TB de los
pacientes fue de 53 [45,61] afios y el 67.1% (49/73) eran mujeres. El 74% (54/73) presentaba un
IMC mayor de 25y el 83.6% (61/73) eran exfumadores. Durante el afio previo al comienzo de
mepolizumab la mediana de dosis de GCl fue de 500 [500,1000], el 79.4% (58/73) habia recibido
al menos un ciclo de GCO, el 68.6% (48/73) presentaba un FEV1<80%, el 65.7% (48/73) habia
sufrido al menos una exacerbacidn con requerimiento de urgencia y/u hospitalizaciony el 77.6%
(55/73) presentd valores superiores a 300 cell/mcl de eosindfilos en sangre. La descripcion del

resto de variables sociodemograficas y clinicas se encuentra en la Tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes tratados con mepolizumab.

Media + DE/
p50(p25, p75)
Género
Femenino 49 67.12
Masculino 24 32.88
Edad inicio TB (afios) 73 53 [45,61]
Duracién asma (afios) 73 7 [3,11]
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IMC (kg/m?2)
<25 19 26.03
>25 54 73.97
Enfermedad pulmonar previa
Si 34 46.58
No 39 53.42
Habito tabaquico
No fumador 12 16.44
Fumador 61 83.56
Ex fumador 0 0
Polipos
Si 33 45.21
No 40 54.79
Alergias
Si 37 50.68
No 36 49.32
EPOC
Si 32 73.84
No 41 56.16
ERGE
Si 15 20.55
No 58 79.45
SASH
Si 13 17.81
No 60 82.19
Edad diagndstico (afios) 73 48.59 + 14.45
<18 2 2.74
>18 71 97.26
GCl previos (ug/dia) 73 500 [500,1000]
Cliclos GCO/afio previos
Si 58 79.45
No 15 20.55
FEV1 previo
<80 48 68.57
>80 22 31.43
Exacerbaciones/ afio previas
Si 48 65.75
No 25 34.25
Eosinofilos sangre previo
<300 16 22.54
>300 55 77.46
IgE previa 39 132.6 [38.35,349.35]
TB previa
Si 21 28.77
No 52 71.23

IMC: indice de masa corporal; ERGE: enfermedad por reflujo gastroesofagico; SAHS: sindrome de apnea-
hipopnea del suefio; EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva créonica; GCI: corticoides inhalados; GCO:
corticoides orales; FEV1: volumen espiratorio maximo en el primer segundo de espiracion forzada; IgE:
inmunoglobulina E; TB: terapia bioldgica. Las variables cualitativas se muestran como numeros
(porcentaje, %). Las variables cuantitativas con distribucidon normal se muestran como media + desviacién
estandar (DE). Las variables cuantitativas con una distribucidon no normal se muestran como p 50 (p 25 -p

75).

3.1.2 Caracteristicas de los pacientes tratados con benralizumab.
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Se incluyé un total de 51 pacientes tratados con benralizumab. Los datos clinicos y
sociodemograficos se muestran en la Tabla 3. La media de edad de inicio de la TB de los
pacientes fue de 57.6 + 15.4 afios y el 66.7% (34/51) eran mujeres. E| 82.3% (42/51) presentd un
IMC mayor de 25, el 19.6% (10/51) eran exfumadores y el 3.9% (2/51) fumadores activos.
Durante el afio previo al comienzo de benralizumab la mediana de dosis de GCI fue de 1000
(500,1000), el 7.8% (4/51) habia recibido al menos un ciclo de GCO, el 66.7% (34/51) presentaba
un FEV1<80%, el 43.1% (22/51) habia sufrido al menos una exacerbacion con requerimiento de
urgencia y/u hospitalizacién y el 58.8% (30/51) presentd valores superiores a 300 cell/mcl de
eosindfilos en sangre. La descripcion del resto de variables sociodemograficas y clinicas se

encuentra en la Tabla 3.

Tabla 3. Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes tratados con benralizumab.

Media + DE/
p50(p25, p75)
Género
Femenino 34 66.7
Masculino 17 33.3
Edad inicio TB (afios) 51 57.6+15.4
Duracion asma (afios) 51 6 [3.5-10]
IMC (kg/m2)
<25 9 17.7
>25 42 82.3
Enfermedad pulmonar previa
Si 24 47.1
No 27 52.9
Habito tabaquico
No fumador 39 76.5
Fumador 2 3.9
Ex fumador 10 19.6
Polipos
Si 20 39.2
No 31 60.8
Alergias
Si 33 64.7
No 18 35.3
EPOC
Si 22 43.1
No 29 56.9
ERGE
Si 10 19.6
No 41 80.4
SASH
Si 10 19.6
No 41 80.4
Edad diagndstico (afios) 51 51.9+15.2
<18 1 2




Tesis doctoral Susana Rojo Tolosa i RESULTADOS

>18 50 98
GCl previos (pg/dia) 51 1000 [500-1000]
Cliclos GCO/afio previos
Si 4 7.8
No 47 92.2
FEV1 previo
<80 34 66.7
>80 17 33.3
Exacerbaciones/ afio previas
Si 22 43.1
No 29 56.9
Eosinofilos sangre previo
<300 21 41.2
>300 30 58.8
IgE previa 16 110 [47.5-692]
TB previo
Si 20 39.2
No 31 60.8

IMC: indice de masa corporal; ERGE: enfermedad por reflujo gastroesofagico; SAHS: sindrome de apnea-
hipopnea del suefio; EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva créonica; GCI: corticoides inhalados; GCO:
corticoides orales; FEV1: volumen espiratorio maximo en el primer segundo de espiracién forzada; IgE:
inmunoglobulina E; TB: terapia bioldgica. Las variables cualitativas se muestran como numeros
(porcentaje, %). Las variables cuantitativas con distribucidon normal se muestran como media + desviacién
estandar (DE). Las variables cuantitativas con una distribucion no normal se muestran como p 50 (p 25 -p
75).

3.2 Eficacia clinica

La eficacia se evalud transcurridos 12 meses del inicio de mepolizumab y benralizumab. Después
de 12 meses de tratamiento el 97.2% (70/72) y el 97.9% (47/48) mostraron una respuesta
satisfactoria a al menos un criterio, el 77.8% (56/72) y 83.3% (40/48) a al menos dos criterios, y
el 48.5% (32/66) y el 47.6% (20/44) a los tres criterios de respuesta, respectivamente. El 90.3%
(65/72) y el 94% (47/50) respondieron de forma satisfactoria a la reduccidn de exacerbaciones,
el 70.8% (46/65) y el 72.7% (32/44) a la mejora de la funcion pulmonar vy el 66.7% (48/72) y el
64% (32/50) a la reduccion de GCO, respectivamente (Tabla 4).

Table 4. Eficacia clinica de mepolizumab y benralizumab en pacientes con asma grave no controlada y
fenotipo eosinofilico.

Mepolizumab Benralizumab

Variable respuesta

N % N %

Responde a 1 criterio
Si 70 97.2 47 97.9
No 2 2.8 1 2.1
Responde a 2 criterio
Si 56 77.8 40 83.3
No 16 22.2 8 16.7
Responde a 3 criterio
Si 32 48.5 20 47.6
No 34 51.5 22 52.4
Reduccion de GCO > 50%
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Si 48 66.7 32 64
No 24 33.3 18 36
Reduccidn de exacerbaciones > 50%
Si 65 90.3 47 94
No 7 9.7 3 6
Incremento de %FEV1 > 10% o %FEV1 >
80%
Si 46 70.8 32 72.7
No 19 29.2 12 27.3

GCO: corticosteroides orales; %FEV1: porcentaje maximo de volumen espiratorio en el primer segundo
de espiracién forzada.

33 Distribucidon de los genotipos analizados

Las frecuencias genotipicas observadas coincidieron con los valores esperados segun el modelo
de equilibrio de Hardy-Weinberg (HDW), exceptuando FCGR2A rs1801274 y FCGR3A rs10127939
(p=0.016y p=0.014, respectivamente, Tabla S.1). No se encontraron diferencias estadisticas con
las descritas en poblacidn ibérica para estas variantes (FCGR2A rs1801274 alelo A: 0.653 vs.
0.472; p = 0.797 y FCGR3A rs10127939 alelo A: 0.889 vs. 0.897; p = 0.864) [31]. Los valores de
desequilibrio de ligamento D’ y r2 se muestran en la Tabla S2 y la Figura 1 muestra el grafico de
LD. Los siguientes pares de polimorfismos presentaron un fuerte desequilibrio de ligamento:
FCER1A rs2427837/rs2251746 (r2=0.9, D’=0.96) y RAD50 rs11739623/rs4705959 (r2=0.84,
D’=0.96) (Tabla S2, Figura 1). Todos los polimorfismos mostraron una frecuencia de alelo menor
(MAF) superior al 1%, por lo que ninguno de ellos fue excluido para el analisis (Tabla S3). Las
frecuencias estimadas de haplotipos se presentan en las Tablas S4-S15. No se encontrd

asociaciéon estadisticamente significativa entre ningun haplotipo con la respuesta.

[ (- 1 - — 1 — ]

rs1054485
rs573750
rs1441586
rs569108
r$17026974
rs1420101
rs1921622
154857855
rsd143832
rs11739623
rs4705959
rs17690122
rs2427837
rs2251746
rs1801274
rs396091
rs10127939
rs3219018
rs1050501
rs12619285

—
w
-
o
3
~
@
-
=
-
=
N
=
=
-
=
=
-
@
-
=
=
&
=

71

[ _hieh 0|
[
I
I

4
oo
4

Figura 1. Desequilibrio de ligamiento (LD).
3.4 Predictores de respuesta al mepolizumab a los 12 meses
3.4.1 Predictores de respuesta a la reduccidn de las exacerbaciones

El andlisis bivariado reportdé que la variable asociada con una respuesta satisfactoria a la
reduccion de exacerbaciones fue la ausencia de enfermedad respiratoria previa (OR=7.93;

Cl95%=1.26-154.29; p=0.047) (Table S16). Con respecto a las variables farmacogenéticas, se
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encontré una asociacion entre la respuesta satisfactoria y los portadores del alelo FCER1B

rs1054485-T (OR=5.33; C195%=1.06-30.02; p=0.028) (Table S17).

El analisis multivariante reveld que la variable independiente asociada con la respuesta
satisfactoria a la reduccion de exacerbaciones tras 12 meses de tratamiento con mepolizumab

fue la presencia del alelo FCER1B rs1054485-T (OR=5.33; C195%=1.06-30.02) (Tabla 5).
3.4.2 Predictores de respuesta a la reduccion de GCO

En el andlisis bivariado la variable que se asocié con una respuesta satisfactoria a la reduccién
de GCO fue la ausencia de exacerbaciones en el afio previo al comienzo del tratamiento
(OR=3.89; CI95%=1.24-14.92; p=0.023) (Table S18). No se reportaron asociaciones entre la

respuesta satisfactoria y ninguna de las variantes genéticas (Table $19).
En el analisis multivariante se mantuvo esta asociacién (OR=3.89; CI95%=1.24-14.92) (Tabla 5).
3.4.3 Predictores de respuesta a la mejora de la funcion pulmonar

En el analisis bivariado las variables que se asociaron con una respuesta satisfactoria a la mejora
de la funcién pulmonar fueron la edad de inicio de mepolizumab (OR=1.05; CI95%=1.01-1.10;
p=0.032), afios con asma (OR=89; CI95%=0.79-0.98; p=0.023) y la edad de diagndstico (OR=1.06;
Cl95%=1.02-1.12; p=0.007) (Table S20). Con respecto a las variables farmacogenéticas, se
encontrd una asociacion y/o tendencia entre la respuesta satisfactoria y los portadores del alelo
ILIRL1rs1921622-A para el modelo genotipico y recesivo (OR=6.67; CI95%=1.11-56.45; p=0.082;
AA vs GG, OR=4; CI95%=0.79-20.32; p=0.002; AG vs GG y OR=4.53; C195%=1.11-30.89; p=0.047;
AAvs G), el alelo IL1IRL1 rs1420101-C (OR=6.1e7; CI95%=1.35e-61-NA; p=0.027), con el genotipo
FCER1B rs1441586-TT (OR=3.71; CI95%=0.9-25.47 p=0.09) y el alelo FCER1A rs2427837-A para
el modelo dominante y recesivo (OR=3.7; CI95%=1.16-14.73; p=0.031; A vs GG y OR=1.9¢7,;
C195%=9.3e-92-NA; p=0.031; AA vs G) (Table S21).

El andlisis multivariante mostré que las variables independientes asociadas con la respuesta
satisfactoria a la mejora de la funcién pulmonar tras 12 meses de tratamiento con mepolizumab
fueron la edad de diagnéstico (OR=1.07; CI95%= 1.03-1.14) y el alelo FCER1A rs2427837-A
(OR=5.29; CI95%=1.4-23.31) (Tabla 5).

3.4.4 Predictores de respuesta a al menos 1 criterio.

En el analisis bivariado ninguna de las variables sociodemogréficas y clinicas se asociaron con

una respuesta satisfactoria a al menos un criterio (Table S22). Se encontrd una tendencia a la
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asociacién estadistica entre la respuesta satisfactoria y los portadores del alelo GATA2

rs4857855-C (OR=34; CI95%=1.1-1136.7; p=0.082) (Table S23).

El andlisis multivariante la variable independiente que mantuvo asociacién con la respuesta
satisfactoria a al menos 1 criterio tras 12 meses de tratamiento con mepolizumab fue el alelo

GATA2 rs4857855-C (OR=34; CI95%=1.1-1136.7) (Tabla 5).
3.4.5 Predictores de respuesta a al menos 2 criterios

En el andlisis bivariado la variable que se relacioné con una respuesta satisfactoria a al menos 2
criterios fue la ausencia de exacerbaciones en el afo previo (OR=0.4.88; CI95%=1.21-32.99;
p=0.034) (Table S24). En cuanto a las variables farmacogenéticas, se encontrd asociacién entre
la respuesta satisfactoria y el alelo FCER1A rs2427837-A para el modelo genotipico y dominante
(OR=5.34; CI95%=1.30-36.42; p=0.059; AG vs GG OR=2.32; CI95%=0.33-46.86; p=0.059; AA vs
GG y OR=4.33; CI95%=1.23-20.42; p=0.026; A vs GG) y el genotipo FCER1B rs569108-AA
(OR=5.91; C195%=1.36-27.51; p=0.010; AA vs AG y AA vs G) (Table 525).

En el andlisis multivariante las variables independientes asociadas con la respuesta satisfactoria
a al menos 2 criterios tras 12 meses de tratamiento con mepolizumab fueron la ausencia de
exacerbaciones en el afio previo (OR=6.1; CI95%=1.32-47.63), el genotipo FCER1A rs2427837-
AG (OR=8.52; CI95%=1.69-79.63) y el genotipo FCER1B rs569108-AA (OR=11.57; CI95%=1.87-
107.57) (Tabla 5).

3.4.6 Predictores de respuesta a los 3 criterios

El andlisis bivariado las variables que se asociaron con una respuesta satisfactoria a los 3 criterios
fueron la edad de inicio de mepolizumab (OR=1.04; CI95%=1.01-1.09; p=0.059) y la edad de
diagndstico (OR=1.04; ClI95%=1.01-1.08; p=0.062) (Table S26). Con respecto a las variables
farmacogenéticas, se encontré una asociacidon entre la respuesta satisfactoria y el genotipo
ILARL1 rs1921622-AA (OR=3.97; Cl95%=1.27-14.08; p=0.018; AA vs G) y el genotipo FCER1B
rs569108-AA (OR=5.04e7; CI95%=3.93e-51-NA; p=0.011; AA vs AG y AA vs G) (Table S27).

En el analisis multivariante la variable que mantuvo la asociacién con la respuesta satisfactoria
a los 3 criterios tras 12 meses de tratamiento con mepolizumab fue el genotipo IL1RL1
rs1921622-AA (OR=3.97; CI95%=1.27-14.08) (Tabla 5).

Table 5. Predictors of response at 12 months of mepolizumab treatment in patients with severe
uncontrolled asthma (multivariate analysis).




Tesis doctoral Susana Rojo Tolosa i RESULTADOS

OR (ICo5%) p-value
Respuesta a la reduccion de las exacerbaciones

FCER1B rs1054485 (T vs GG) 5.33 (1.06-30.02) 0.042

Respuesta a la reduccion de la GCO

Exacerbacion en el afio previo (No) 3.89 (1.24-14.92) 0.029

Respuesta a la mejora de la funcién pulmonar

Edad de diagnéstico (afios) 1.07 (1.03-1.14)
FCER1A rs2427837 (A vs GG) 5.29 (1.4-23.31)
Respuesta a al menos 1 criterio

GATA 2 rs4857855 (Cvs TT) 34 (1.1-1136.7) 0.026

Respuesta a al menos 2 criterios

Exacerbacion en el afio previo (No) 6.1 (1.32-47.63) 0.039
FCER1A rs2427837 (AG vs GG) 8.52 (1.69-79.63) 0.023
FCER1B rs569108 (AA vs AG) 11.57 (1.87-107.57) 0.014

Respuesta a los 3 criterios
ILIRL1 rs1921622 (AA vs G) 3.97 (1.27-14.08) 0.022
OR, odds ratio; ICas%, Intervalo de confianza del 95%.

35 Predictores de respuesta a benralizumab a los 12 meses
3.5.1 Predictores de respuesta a la reduccion de las exacerbaciones

En el andlisis bivariado la variable que mostré una tendencia a una respuesta satisfactoria a la
reduccion de exacerbaciones fue la ausencia de exacerbaciones en el afio previo (OR=13.5e7;
Cl95%=6.7e-19-NA; p=0.079) (Table S28). No se reportaron asociaciones estadisticas entre la

respuesta satisfactoria y ninguna de las variantes genéticas (Table S29).

El analisis multivariante se mantuvo la asociacidn de la respuesta satisfactoria a la reduccién de
exacerbaciones tras 12 meses de tratamiento con benralizumab fueron la ausencia de

exacerbaciones en el afio previo (OR=13.5e7; CI95%=6.7e-19-NA) (Tabla 6).
3.5.2 Predictores de respuesta a la reduccién de GCO

En el analisis bivariado las variables que se asociaron con una respuesta satisfactoria a la
reduccidn de GCO fueron el sexo femenino (OR=3.57; CI95%=1.04-12.97; p=0.041), presencia de
alergia (OR=4.46; CI195%=1.31-16.42; p=0.016) y la ausencia de EPOC (OR=4.83; CI95%=1.09-
26.03; p=0.016) (Table S30). Con respecto a las variables farmacogenéticas, se encontré una
asociacion y/o tendencia entre la respuesta satisfactoria y el alelo IL5 rs4143832-T (OR=3.89;
C195%=1.03-19.22; p=0.052), el aleo IKZF2 rs12619285-A (OR=3.72; Cl95%=0.79-20.43;
p=0.088), el genotipo FCER1B rs569108-AA para el modelo genotipico y recesivo (OR=8.86;
Cl195%=1.18-181.94; p=0.05; AAvs AG y AA vs G) y el genotipo FCGR2A rs1801274-GG (OR=7.73;
Cl195%=1.29-148.9; p=0.035) (Table S31).

El analisis multivariante reveld que las variables independientes asociadas con la respuesta

satisfactoria a la reduccion de GCO tras 12 meses de tratamiento con benralizumab fueron el
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sexo femenino (OR=8.4; CI95%= 1.53-70.23), la presencia de alergias (OR=767; Cl95%=1.39-
66.09), la ausencia de EPOC (OR=23.25; CI95%=2.12-696.71), el genotipo FCGR2A rs1801274-GG
(OR=187.69; CI95%=6.14-2310.39) y el genotipo FCER1B rs569108-AA (OR=66.26; Cl95%= 2.05-
273.71) (Tabla 6).

3.5.3 Predictores de respuesta a la mejora de la funcién pulmonar

En el analisis bivariado las variables que se asociaron con una respuesta satisfactoria a la mejora
de la funcién pulmonar fueron la presencia de pdlipos (OR=5.67; CI95%=1.24-40.86; p=0.029),
FEV1>80% (OR=6.6; CI95%=1.07-128.37; p=0.059) y la ausencia de exacerbaciones en el afio
previo (OR=3.82; Cl95%=0.98-17.1; p=0.054) (Table S32). Con respecto a las variables
farmacogenéticas, se encontrd una asociacion y/o tendencia entre la respuesta satisfactoria y el
alelo IKZF2 rs12619285-AA (OR=5; ClI95%=1.22-26.05; p=0.027), el alelo FCER1A rs2427837-A
(OR=5; CI195%=1.1-36.02; p=0.045) y el alelo FCER1B rs1441586-C para el modelo genotipico y
dominante (OR=15; CI95%=1.6-359.68; p=0.047; CCvs TT, OR=5.56; CI95%=1.06-34.43; p=0.047;
CT vs TT y OR=6.9; CI95%=1.38-40.98; p=0.013; C vs TT) (Table S33).

El analisis multivariante mostré que las variables independientes asociadas con la respuesta
satisfactoria a la mejora de la funcién pulmonar tras 12 meses de tratamiento con benralizumab
fueron el FEV1>80% previo (OR=11.44; CI95%=0.90-368.56), FCER1A rs2427837-A (OR=7.39;
C195%=0.86-116.86), IKZF2 rs12619285-AA (OR=9.37; CI95%=1.16-173.06), FCER1B rs1441586-
CC (OR=290.21; CI95%=7.13-464.67) y FCER1B rs1441586-CT (OR=46.08; CI95%=288-215.17)
(Tabla 6).

3.5.4 Predictores de respuesta a al menos 1 criterio

En el andlisis bivariado no se encontrd asociacion entre las variables clinicas, sociodemograficas

y genéticas, y la respuesta satisfactoria a al menos un criterio (Table S34 y S35).
3.5.5 Predictores de respuesta a al menos 2 criterios

En el analisis bivariado la variable que se mostré tendencia a la asociacién con una respuesta
satisfactoria a al menos 2 criterios fue la ausencia de EPOC (OR=4.2; CI95%=0.7-23.64; p=0.026)
(Table S36). Con respecto a las variables farmacogenéticas, se encontré una asociacion entre la
respuesta satisfactoria y el alelo IKZF2 rs12619285-A para el modelo genotipico y recesivo
(OR=9.2; C195%=0.74-22.9; p=0.052; AA vs GG y OR=9.47; CI95%=1.49-184.89; p=0.048; AAvs G)
(Table S37).
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En el andlisis multivariante las variables independientes asociadas con la respuesta satisfactoria
a al menos 2 criterios tras 12 meses de tratamiento con benralizumab fueron la ausencia de
EPOC (OR=5.7; Cl95%=0.78-50.8) y el genotipo IKZF2 rs12619285-AA (OR=11.46; CI95%=1.64-
246.17) (Tabla 6).

3.5.6 Predictores de respuesta a los 3 criterios

El andlisis bivariado no mostrd asociacién entre las variables sociodemograficas y clinicas y la
respuesta satisfactoria a los 3 criterios (Table S38). Con respecto a las variables
farmacogenéticas, se encontrdé una asociacidon entre la respuesta satisfactoria y el alelo IL5
rs4143832-T para el modelo genotipico y recesivo (OR=4.8; CI95%=1.11-25.96; p=0.075; GT vs
GG, OR=3.6; CI95%=0.31-83.36; p=0.075; TT vs GG y OR=4.5; CI95%=1.17-20.08; p=0.029; T vs
GG) y el genotipo RAD50 rs4705959-TT (OR=4.08; CI95%=1.16-15.81; p=0.029) (Table S39).

En el analisis multivariante reveld que la variable independiente que se mantuvo asociada con
la respuesta satisfactoria a los 3 criterios tras 12 meses de tratamiento con benralizumab fue IL5
rs4143832-T (OR=4.5; CI95%=1.18-20.08) (Tabla 6).

Table 6. Predictores de respuesta a los 12 meses de tratamiento con benralizumab en pacientes con
asma grave no controlada (analisis multivariante).

OR (ICo5%) p-value
Response to exacerbation reduction

Exacerbacion en el afio prevo (No) 13.5e’ (6.7e°-NA) 0.079

Response to the reduction of GCO

Sexo (Femenino) 8.4 (1.53-70.23) 0.024
Alergias (Si) 7.67 (1.39-66.09) 0.031
EPOC (No) 23.25(2.12-696.71) 0.024
FCGR2A rs1801274 (GG vs A) 187.69 (6.14-2310.39) 0.011
FCER1B rs569108 (AA vs G) 66.26 (2.05-273.71) 0.056
Response to improved lung function
FEV1 previo (>80%) 11.44 (0.90-368.56) 0.093
FCER1A rs2427837 (A vs GG) 7.39 (0.86-116.86) 0.098
IKZF2 rs12619285 (AA vs G) 9.37 (1.16-173.06) 0.065
FCER1B rs1441586 (CCvs TT) 290.21 (7.13-464.67) 0.014
FCER1B rs1441586 (CT vs TT) 46.08 (2.88-215.17) 0.020

Response to at least 1 criterion

Response to at least 2 criteria
EPOC (No) 5.7 (0.78-50.8) 0.086

IKZF2 rs12619285 (AA vs G) 11.46 (1.64-246.17) 0.038

Response to the 3 criteria
IL5 rs4143832 (T vs GG) 4.5 (1.18-20.08) 0.034

OR, odds ratio; ICos%, Intervalo de confianza del 95%.
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4 DISCUSION

La respuesta de los pacientes diagnosticados con AGNC con fenotipo eosinofilico es variable.
Mepolizumab y benralizumab han demostrado una alta eficacia mejorando sintomatologia y la
calidad de vida y reduciendo el uso de medicacidon de rescate, en multiples ensayos clinicos
aleatorizados controlados [32—38] y estudios en vida real [39—47]. Autores previos respaldan la
importante contribucidon genética en la predisposicidn al asma y respuesta al tratamiento con
GCl y agonistas B2 adrenérgicos de accidn corta inhalados, siendo este el principal objetivo de
sus investigaciones [48-51]. A pesar de ello, aun no se han reportado biomarcadores genéticos
asociados a la respuesta a estas TBs, en pacientes asmaticos. Por ello, se necesita evaluar la
efectividad de estas TBs en diferentes grupos poblacionales y localizar biomarcadores que
puedan predecir la efectividad. En nuestro estudio, tras 12 meses de tratamiento con
mepolizumab o benralizumab se consiguieron reducciones > 50% del ratio de exacerbaciones en
el 90.28% y 94% de los pacientes, respectivamente. La mejora >10% de FEV1 o FEV1>80% se
produjoenun70.77%y 72.73%, respectivamente, y el 66.67% y 64%, presentaron una reduccion
satisfactoria del 250% de GCO, respectivamente. Nuestros resultados se asemejan a los
reportados por estudios en vida real que informaron de reduccién de los ciclos de GCO,
exacerbaciones y mejora de la funciéon pulmonar (29,31,42-47). De acuerdo con nuestros
resultados, una revisién sistemdtica publicada en 2021 informd que entre 73-83% de los
pacientes redujeron exacerbaciones con requerimiento de urgencia y/o hospitalizacion, entre el

54-94% redujeron ciclos de GCO y se mejord la funcidon pulmonar entre un 3 y un 8% [44].

Los resultados que se conocen hasta el momento han identificado varios biomarcadores clinicos
como posibles predictores de la respuesta a mepolizumab y benralizumab. Sin embargo, el asma
es una enfermedad muy heterogénea y el uso farmacogenética como herramienta
complementaria podria ser util para encaminarnos hacia la medicina personalizada, pudiendo
saber de forma previa la respuesta del paciente a estas TBs, con la suma de biomarcadores
genéticos y clinicos optimizando asi el tratamiento. Polimorfismos en algunos de los genes
involucrados en el mecanismo de accién de mepolizumab y benralizumab, como son FCGR, IL5,
FCERI, IL1RL1, IKZF2, GATA2 y RAD50, podrian ser utiles como complemento a estos
biomarcadores de respuesta. Hoy en dia, ningln estudio ha investigado la participacion de estos

SNP, ni otros en la respuesta terapéutica a mepolizumab o benralizumab.

En los receptores FcyR, se han estudiado SNPs que podrian afectar a la estabilidad de unidn de
la region Fc de 1gG1 en los genes FCGR2A, FCGR2B y FCGR3A, localizados en el cromosoma

1g23.3. En nuestro estudid se encontrd una asociacion significativa entre el genotipo FCGR2A
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rs1801274-GG y una respuesta satisfactoria a la reduccion de exacerbaciones con benralizumab.
El SNP FCGR2A rs1801274 (A > G) produce un cambio de histidina (His) por Arg (His131Arg)
[52,53]. En consonancia, previamente se informé que la variante FCGR2A-H131 presentaba una
menor afinidad que FCGR2A-R131 por IgG1 [54], lo que podria explicar la asociacién del alelo G
con la respuesta satisfactoria. No se encontraron asociaciones con el resto de SNPs estudiados

entre los receptores FcyR y la respuesta.

El gen IL5 se encuentra en el cromosoma 5g31. En este gen se reconocen dos SNPs, rs4143832
(G>T)yrs17690122 (A > G) relacionados con el recuento de eosindfilos y los niveles de IL-5,
pero se desconoce su papel en la respuesta a estas TBs [16]. Nuestros resultados reportaron una
asociacion significativa del alelo IL5 rs4143832-T con una respuesta satisfactoria a la reduccion

de GCOy a los 3 criterios en los pacientes tratados con benralizumab.

El gen IL1IRL1 se ubica en el cromosoma 2q12. Investigaciones previas informan que los SNPs
estudiados (rs1420101, rs17026974, rs1921622) podrian actuar como promotores de la
respuesta inflamatoria de tipo 2 en las vias respiratorias, con alta eosinofilia, mayores recuentos
de IgE sérica, y menor reversibilidad de FEV1, sin embargo, no se ha estudiado su relacidon con
la respuesta a TBs [52,53,55]. Nuestro estudio mostrd una asociacion positiva entre el alelo
IL1RL1 rs1921622-G y una respuesta satisfactoria en la mejora de la funciéon pulmonary a los 3
criterios en los pacientes tratados con mepolizumab. Ademads, se observé que el alelo IL1RL1
rs1420101-C se relacionaba significativamente con la mejora de la funcién pulmonar en

pacientes tratados con mepolizumab.

El gen GATA2 se encuentra en el cromosoma 3g21. Nuestros resultados reportan asociacién
significativa del alelo GATA2 rs4857855-C con la respuesta a al menos 1 criterio en pacientes
tratados con mepolizumab. Estudios previos remarcan el importante papel de GATA2 como
factor de transcripcién que actua regulando la hematopoyesis, participando principalmente en
la diferenciacidn de células Th2. Este SNP se asocia con recuentos elevados de eosindfilos

[54,55], pero no ha sido estudiado su papel en la respuesta a TBs.

IKZF2 se ubica en el cromosoma 2g13. Este gen no se ha relacionado con la biologia de
eosindfilos, pero es un regulador del desarrollo y diferenciacidon de linfocitos a través de la
regulacidn transcripcional [56]. En nuestro estudio se reportd una asociacidn significativa entre
el alelo IKZF2 rs12619285-A y una respuesta satisfactoria a la mejora de la funcién pulmonar, la
reduccion de GCO y la respuesta a al menos 2 criterios en pacientes tratados con benralizumab.
De forma previa se ha asociado este SNP con elevados recuentos de eosindfilos en sangre [16],

pero se desconoce su influencia en la respuesta a TBs.
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El gen RAD50 se ubica en el cromosoma 5q31.1, en él se han estudiado dos SNPs, rs11739623
(C>T)yrs4705959 (T > C), en los que se postula un posible efecto sobre la expresion de RAD50,
lo que podria influir en los niveles de IL-5 y eosindéfilos [20]. Nuestros informan de una mayor
probabilidad de respuesta a los 3 criterios en los pacientes tratados con benralizumab
portadores del genotipo RAD50 rs4705959-TT y RAD50 rs11739623-CC. No se ha estudiado su
asociacién con la respuesta a benralizumab, pero un estudio previo mostré asociacién del alelo
RADS50 rs4705959-T con niveles aumentados de eosindéfilos y menores niveles de IL-5, lo que

podria justificar una mejor respuesta a benralizumab [20].

El gen FCER1A se encuentra localizado en el cromosoma 1g23. No se ha estudiado previamente
su relaciéon con la respuesta a estas terapias, sin embargo, hay dos SNPs en este gen, rs2251746
(T>C)yrs2427837 (G > A), que se han relacionado con altos niveles de IgE sérica [48,49,57], lo
que estimula el entrecruzamiento IgE-FceRl liberando citocinas proinflamatorias como IL-5 [58].
En nuestro estudio se encontrd una correlacion significativa entre los portadores del alelo
FCER1A rs2427837-A y una respuesta satisfactoria en la mejora de la funcidon pulmonar y la
respuesta a al menos 2 criterios en los pacientes tratados con mepolizumab. En los pacientes
que revieron benralizumab también se observé la asociacion de este alelo con la mejora de la

funcién pulmonar.

En el gen FCER1B, localizado en el cromosoma 11q12-13, se han descrito los SNPs rs1441586
(T>C), rs573790 (T>C), rs1054485 (T>G) y rs569108 (A>G), comunes en la patologia asmatica,
atopia y relacionados con altos niveles de IgE [52,55]. En nuestro estudio se encontrd una
asociacioén significativa en los pacientes tratados con mepolizumab entre el genotipo FCER1B
rs569108-AA y una mayor probabilidad de respuesta a 2 y 3 criterios y mejora de le funcién
pulmonar. Ademas, el alelo FCER1B rs1054485-T se asocid con una respuesta satisfactoria en la
reduccion de exacerbaciones. Respecto a los pacientes tratados con benralizumab, mostraron
una respuesta satisfactoria a la reduccién de GCO los portadores y mejora de la funcidn
pulmonar del genotipo FCER1B rs569108-AA y los portadores del alelo FCER1B rs1441586-C,
respectivamente. No se han reportados estudios que estudien la asociacién de estos SNPs con
la respuesta a estas TBs, pero si se ha reportado que la presencia de los alelos FCER1B rs569108-
Gy FCER1B rs1441586-T se asociaron con un riesgo aumentado de asma, lo que podria explicar
la asociacién de los alelos de menor riesgo con mejor prondstico a estas TBs [59-62]. Por otro
lado, el alelo FCER1B rs1054485-G se relaciond con recuentos de eosinodfilos significativamente

elevados y asma [63,64].
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Una de las limitaciones inherentes a un estudio retrospectivo es la falta de recogida de datos
clinicos de interés para algunos de los pacientes y la principal limitacidon del estudio fue el
tamafio muestral, ya que es probable responsable de la perdida de asociacién estadistica de
alguna de las variables genéticas y los tipos de respuesta analizados. Sin embargo, se garantizé
la homogeneidad y fiabilidad de las variables recogidas, reclutando a todos los pacientes de la
misma cohorte hospitalaria, a través de los mismos procedimientos y del mismo personal. A
pesar de ello, los efectos observados fueron concisos, aunque se requieren estudios que valores

el factor pronéstico de estos polimorfismos en cohortes mas grandes.

5 CONCLUSIONES

En conclusién, este estudio muestra polimorfismos con un potencial valor prondstico de la
respuesta al tratamiento con mepolizumab y benralizumab. Sin embargo, aun se desconoce la
implicacion funcional de la mayoria de los loci del asma. Por ello, se necesita mds estudios para
aumentar la comprension del impacto de estos genes y la susceptibilidad a la respuesta a las
terapias bioldgicas, para conseguir su uso en la practica clinica futura y encaminarnos hacia una

medicina mds personalizada.

Materiales complementarios: Table S1. Hardy-Weinberg equilibrium for the SNPs included in
the study; Table S2. Linkage disequilibrium of the studied SNPs; Table S3. Minor allele
frequencies for the SNPs studied; Table S4. Estimation of haplotype frequency in response to 1
criterion in patients treated with mepolizumab; Table S5. Estimation of haplotype frequency in
re-sponse to 2 criteria in patients treated with mepolizumab; Table S6. Estimation of hap-lotype
frequency in the response to the 3 criteria in patients treated with mepolizumab; Table S7.
Estimation of haplotype frequency in the reduction/absence of exacerbations in patients treated
with mepolizumab; Table S8. Estimation of haplotype frequency in lung function improvement
in patients treated with mepolizumab; Table S9. Estimation of haplotype frequency in the
reduction and/or absence of oral corticosteroids in patients treated with mepolizumab; Table
$10. Estimation of haplotype frequency in response to 1 criterion in patients treated with
benralizumab; Table S11. Estimation of haplotype frequency in response to 2 criteria in patients
treated with benralizumab; Table S12. Es-timation of haplotype frequency in the response to
the 3 criteria in patients treated with benralizumab; Table S13. Estimation of haplotype
frequency in the reduction/absence of exacerbations in patients treated with benralizumab;
Table S14. Estimation of haplotype frequency in lung function improvement in patients treated
with benralizumab; Table S15. Estimation of haplotype frequency in the reduction and/or

absence of oral cortico-steroids in patients treated with benralizumab; Table S16. Association of
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Table S17. Association of mepolizumab genetic polymorphisms with reduction and/or absence
of exacerbations; Table S18. Association of clinical characteristics of mepolizumab-treated
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mepolizumab genetic polymorphisms with corticosteroid reduction and/or absence; Table S20.
Association of clinical characteristics of mepolizumab-treated patients with improvementin lung
function; Table S21. Association of mepolizumab genetic poly-morphisms with improved lung
function (FEV1); Table S22. Association of clinical characteristics of mepolizumab-treated
patients with response to at least one parameter; Table S23. Association of mepolizumab
genetic polymorphisms with responders to at least one criterion; Table S24. Association of
clinical characteristics of patients treated with mepolizumab with response on at least 2 criteria;
Table S25. Association of mepolizumab genetic polymorphisms with 2-criteria response; Table
§26. Association of clinical char-acteristics of mepolizumab-treated patients with response to
the 3 criteria; Table S27. Association of mepolizumab genetic polymorphisms with response to
the 3 criteria; Table S28. Association of clinical characteristics of patients treated with
benralizumab with reduction and/or absence of exacerbations; Table S29. Association of
benralizumab ge-netic polymorphisms with reduction and/or absence of exacerbations; Table
$30. Asso-ciation of clinical characteristics of benralizumab-treated patients with reduction
and/or absence of oral corticosteroids; Table S31. Association of benralizumab genetic poly-
morphisms with corticosteroid reduction and/or absence; Table $32. Association of clin-ical
characteristics of benralizumab-treated patients with improvement in lung function; Table S33.
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S34. Association of clinical characteristics of benralizumab-treated patients with response to at
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responders to at least one criterion; Table S36. Association of clinical characteristics of patients
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El tratamiento con omalizumab durante 12 meses derivd en mejoras significativas de la
funcién pulmonar, control de la sintomatologia del asma y reduccién de los niveles de
eosindfilos en sangre.

El tratamiento con mepolizumab durante 12 meses logré mejoras significativas de la
funcién pulmonar, control de la sintomatologia del asma y una reduccion de los niveles
de eosindfilos en sangre, nimero de exacerbaciones y uso de GCO.

El tratamiento con benralizumab durante 12 meses logré mejoras significativas de la
funcién pulmonar, control de la sintomatologia del asma y una reduccion de los niveles
de eosindfilos en sangre, nimero de exacerbaciones y uso de GCO.

Las puntuaciones bajas de ACT fueron el predictor clinico de respuesta satisfactoria a la
reduccidon de GCO con omalizumab.

Los niveles previos mas bajos de FEV1 y la ausencia de EPOC resultaron predictores
clinicos de la mejora de la funcién pulmonar con omalizumab.

Los valores previos de FEV1 > 80% y la ausencia de ERGE actuaron como predictores
clinicos de respuesta satisfactoria a la reduccién de exacerbaciones con omalizumab.
Las dosis bajas de GCl y la ausencia de exacerbaciones resultaron ser predictores clinicos
de la respuesta favorable a la reduccion de GCO con mepolizumab.

Los niveles previos mas bajos de FEV1 y la ausencia de SAHS resultaron predictores
clinicos de la mejora de la funcién pulmonar con mepolizumab.

El menor numero de exacerbaciones en el afio previo actué como predictor clinico de
respuesta favorable a la reduccién de exacerbaciones con mepolizumab.

El sexo femenino, la mayor eosinofilia en sangre y el menor nimero de los ciclos de GCO
previos resultaron ser predictores clinicos de la respuesta satisfactoria a la reduccién de
GCO en benralizumab.

Los niveles previos mas bajos de FEV1 resultaron predictores clinicos de la mejora de la
funcién pulmonar en benralizumab.

La ausencia de habito tabaquico a lo largo de la vida resulto ser el predictor clinico de la
respuesta favorable a la reduccién de exacerbaciones con benralizumab.

Los alelos FCGR2B rs3219018-C, GATA2 rs4857855-T y el genotipo FCGR2A rs1801274-
AG se asociaron con la mejora de la funcién pulmonar en omalizumab.

Se observé una tendencia entre el genotipo FCGR2A rs1801274-GG y la mejora de la
funcién pulmonar en omalizumab

Los genotipos IL1RL1 rs17026974-AGy IL1RL1 rs17026974-GG mostraron una asociacion

con la respuesta satisfactoria a la reduccion de exacerbaciones en omalizumab.
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El alelo FCER1A rs2427837-A mostrd asociacion con la mejora de la funcién pulmonar
en mepolizumab.

El alelo FCER1B rs1054485-T se mostré como predictor de respuesta satisfactoria a la
reduccion de exacerbaciones en mepolizumab.

Los genotipos FCER1B rs569108-AA y FCGR2A rs1801274-GG se vincularon con la
respuesta favorable a la reducciéon de GCO en benralizumab.

El alelo FCER1B rs1441586-C mostré una asociacion con la mejora de la funcidn
pulmonar en benralizumab.

Se encontré una tendencia entre el genotipo IKZF2 rs12619285-AA y mejora de la

funcién pulmonar en benralizumab.
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9. ANEXOS
9.1. ANEXO 1. Aprobacién del Comité de Etica del Proyecto “Influencia genética en la

respuesta a mepolizumab, reslizumab y benralizumab”

JUNTA DE AHDRLUCIA CONSEJERIA DE SALUD Y FAMILIAS

DICTAMEN UNICO EN LA COMUNIDAD AUTONOMA DE ANDALUCIA

VD Cancs Gancla Pérer oo secretariods ded | CEl de kos hospitales universianios. Vingen Macarena-irgen ol Roclo

CERTIFICA

e mste Combs ha =wEaco |8 propusst del promotonirvessgacon (Mo hay promotona asocadoda) | pan mealzar & sstudio

e Imvestigcidn Buksdn:
TITULD DEL EETUDICE Infiericla pEnasca & Iy respussts 3 mepoilzurah, resimeah y benralEueah =n
packenies. con asma ecsinaflica grave
Profiocoko, Wersiin: oo
HIF, Wersiin: ()]
Cl, Versiin: 1)
¥ U CONESidEr quE

S rusmplen o renuil sfcs. necesarnios de idoneidad ded profiocolo &m reackdn con os: objefvos del estudo y se ajusin a los principios
atiores aplicabdes o esie Hpo de eshadios.

L cospeschcid] deifde by Investigadon's ¥ los medics disponibies son SpPDEiSccD para levar o cabo & esthuda.
Estan jusificados los resges y molesiias previsibies pam o parfcipanb=s.
o 10 ASpeCine EOFGMIOGS IMeTiLCraies &n & PRoyecin, Mo STErieren 0o FEspecio 3 oS prskiacos SHoos

¥ gue asie Comiié considera, que dicho ssiudio puede sar reallzado =n los Cenfos. de 3 Cormunidad) Aahinoma de Andaiucis

U S reRcioran, BEm o sl oomespance 3k Dirscoion del Cenfm comesporaiiamie defermingr = i3 capeciosd o msdos

disponibles son apropisdos pars levar 3 b & estudio.

Lo que o en Sevills a BSHOEED

VDA Cancs Gancla Pérez, cormo Bermetrin's ded CEI de ks hosplisles universianos Virgen Mscarra-yIrgen del Rocio

Canhge Baguan De Verlasiin: RIdLE04 09 B lcnas TEaH TR 84 A0 Caltn as T | Fesw | oamimoed
Hermalha Esln dotumene intorpara irra slecinin i da Ly SArC00cs, da 10 g G brg, e lima slendnica
[Firrmiacie Par Carnos Gargla Péras
Lid Die Werifomsitn BEEpm, /v {est adeesdn lusla eny sl fpartal deet Lo fxhtal S o fwmsificn Pigina | 12
rfirmalcoumente. {face foode /e 24 504090l ceen T e TAR 24 0 cnibaa s THa
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ANEXOS

9.2 ANEXO 2. Solicitud de modificaciones mayores: “Ampliacion del protocolo a

omalizumab”

sevilla, 18 de marzo 2021
MODIFICACIONES RELEVANTES:
Las modificaciones relevantes realizadas en el proyecto: Influencia genética en la
respuesta a mepolizumab, reslizumab y benralizumab en pacientes con asma
ensinofilica grave y CODMGO del estudio: 1313-M1-21; han side las siguientes:
— AMPLIAR EL PROTOCOLD & OTRO FARMACO BIOLOGICO [OMALIZUMAB).

— ACTUALIZACION DE L& HOJA DE INFORMACION ¥ CONSENTIMIENTO INFORMADC

En espara de su resclucion, quedo atenta a sus noticias.

Un saludo,

PEREZ ~ Frmao

digitalmente por

RAMIREZ  PEREZ RAMIREZ

CRISTINA - 71 35070w

Fecha: 2021.03.18

75134079W 11:50.00 0100

Cristina Pérez Ramirez

Investigadora Principal del proyecto
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9.3 ANEXO 3. Aprobacion de la Solicitud de Ampliacion de Protocolo

Informe Dictamen Modificacion Favorable
Justn de Andaliefa Provecto Investigacidn Biomedica

T — B, PG-ASMA-2020 - €1 1313-8-20
o 17 de mayo de 2021
CEI de los Hospitales Universitarios Virgen Macarena v Virgen del Rocio

[ Carlos Garcia Pérez
Secretario del CEI de los Hospitales Universitarios Virgen Macarena y Virgen del Rocio

CERTIFICA

12, Que el CEl de los Hospitales Universitarios Wirgen Macarena y Virgen del Rocio en su reunidn del dia
220442021, acta CEI VM-WR_07/2021 ha evaluado la propuesta del promotor para que se realice la Modificacion
relevante n? 1 de fecha de entrada 18/03/2021 en el estudio:

Titula: Influencia genética en la respussta a mepolizumab, reslizumab y benralizumab en pacientes con asma
eosinofilica grave

Codigo Promotor: FG-ASMA-2020  Codigo Interno: 1313-N-20
Promotor: Investigador
Version Hoja Informacidn al Paciente Evaluada: HIP-CI { wersion 02 de fecha 18/03/2021

20,  La Medificacidn relevante n? 1 de fecha de entrada 18/03/2021, d= tipo Relevante, con fecha de
registro 18/ 04/ 2021 solicita:

Mod, Documentacion: Hoja Informaddn Paciente (HIP)
Versidn HIP II-IIF'-E[ { versian 02 de fecha 18/03/2021

30, Considera que

El estudio s= plantea siguiendo los requisitos de la Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigadon Biomedica y su
realizacidn es pertinente,

Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacidn con los objetivos del estudio v estan
justificados los riesgos v molestias previsibles para el sujeto.

Son adecuados tanto el procedimiento para obtener el consentimiento informado como la compensacion prevista
para los sujetos por dafios que pudieran derivarse de su participacion en el estudio.

El alcance de las compensaciones econdmicas previstas no interfizre con el respeto a bos postulados éticos.

La capacidad de los Investigadores v los medios disponibles son apropiados para llevar a cabo el estudio,

49, Porlo que este CEI emitz un DICTAMEN FAVORABLE A LA MODIFICACION.

50, Este CEI acepta gue dicho estudio sea realizado en los siguientes CEL/Centros por los Investigadores:

CEI de los Hospitales Universitarios Virgen Macarena y  Cristina Pérez Ramirsz

Virgen del Rocio (Farmacia Hospitalaria) Hospital Universitaric
Vigen Macarena
CE1 de los Mospiales Unkversitarics Virgen Macarens — Virgen del Rocio de Sevilla b

ioda. Dr. Fedriani, 3 - Unidad de Invectigaciin 29 plants Sevilla 41001 Sevila Espafia

Ted 600 162 458 Fax. Comeo secrdnkn administradon.secs m. e juntadeandaluca. e

s copia s AT rica de documento elecrinico

[ rEmancroas | JOEE CARLOS GARCIAFEREZ [ 1aosonzsgescin | FAGINA 12 |
VERIFICACION | UUM=7CNETBET ZAFYETTPGALLISNYFG hfine:iiws D50 Juntceancnluss st anfoarEma)
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A Jurita de Andalusia
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CEI de los Hospitales Universitarios Virgen Macarena v Virgen del Rocio
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Informe Dictamen Modificacion Favorable
Provecto Investigacion Biomedica
CP, FE-ASMA-2020 - C1. 1313-8-20

17 de mayo de 2021

Lo gue firmo en Sevilla, a 17 de mayo de 2021

Fdo:

[ Carlos Garcia Pérez
Secretario del CEI de los Hospitales Universitarios Virgen Macarena v Virgen del Rodio

o Morspitaless Linkversitarics Vingen Macarena — Vingen del Rocio de Sevilla
iani, 3 - Unidad de Investigacidn 2 plants  Sevilla 41071 Sevila Espafia
Fax. Comeo slecininkon adrministracion ssoc e sspad juntadesndaica. =
| FIRMADC POR JOEE CARLCS GARCIAFEREZ | 1900 08:12c11 | EAZNA 2D

VERIFICACION

UUME 2 CNST BET ZAFEETPEELCISNYEG

-iws 050 Junisdeandabucis estverficarrimal

autBErica de documento elacrBinico

Es copla
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9.4 ANEXO 4. Documento de informacidn al paciente

HOSPITAL UNIVERSITARID VIRGEN DE LAS NIEVES

=
Uinidad de

wi fmeins  COVWGEJERLY DE IGLALEAD. SALLID'T POUTICAS S0CIALES Servicio e F ja. HMI 21 piant ‘_J

5 Byda. Fuerzas Armsdas, n@ 2. ‘gﬁ
DOCUMENTO DE INFORMACION AL PACIENTE T: 558 020 108; F: 501 021 804 T
PARA AMALISIS FARMACOGENETICOS farmacogenetics hvn_srpajunadeandsiucia.es A

Titulo del proyecto: INFLUENCIA GEMETICA EN LA RESPUESTA A TERAPIA BIOLOGICA EN
PACIENTES CON ASMA EOSINOFILICA GRAVE

L T

PROMOTOR DEL PROYECTO: Unidad de Farmacogenstica — Servicio de Farmada
INVESTIGADOR RESPONSABLE DEL PROYECTO: Cristina Pérez Ramirez

Cbjetives: Evaluar la implicacion de |a farmacogenética en &l manejo de |a eficacia y seguridad de la
terapia bioldgica en pacientes con asma scsinofilica grave.

Procedimientos: Deseo participar en este estudio y conozco gue:
- Tendré 1 cita con el investigador, coincidiendo con una de mis citas de seguimiento clinico.

- 5a me realizara una extraccion ADN @ partir de una muestra de saliva, para analizar los marcadores
farmacogenéticos v su relacidn con mi respuesta al tratamients prescrito. Esta muestra solo se
utilizara para los fines exclusivos de estainvestigacion.

- En caso de no autorizar la cesion de las muestras al Biobanco de Celulas, Tejidos v Tumores del
Hospital Universitario Virgen de las Mieves (Respuesta Megativa al Punte 2 del Consentimiento
Informadao), asta muestra sdlo se utilizara para los fines exclusivos de esta investigacion.

- En caso de autorizar que los remanentes de las muestras pasen a formar parte del Biobanco de
Celulas, Tejidos y Tumores del Hospital Universitario Virgen de las Nieves [Respuesta Positiva al Punto
2 del Consentimients informado), la muestra solo podra ser utilizada en proyectos de investigacidn
cientificamente avalados, que cumplan las exigencias legales v los principios éticos que rigen la
investigacion en salud (Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigadion Biomedica) y que sean autorizados
por los drganos competentes, de conformidad con lo establecido en la normativa vigente. En aste
CEs0, 58 renundia a cualquier derecho de naturaleza econdmica, patrimaonial o potestativa sobre los
resultados o potenciales beneficios que puedan derivarse de manera directa o indirecta de las
investigaciones que se lleven a cabo con la muestra que cede para investigacion.

Beneficios: Pueden no obtenerse benefidos directos con la participacién en este proyecto. En caso de
autorizar la cesion de remanentes de muestras al Biobanco, es posible que |a informacidn obtenida de las
investigaciones en las que se utilicen sus muestras no le genere un beneficio directo, pero habra
contribuido al avance de la medicina y del conocimiento de diversas enfermedades, lo gue repercutira en
un beneficio para la sociedad.

Riesgos: Para el estudio Farmacogenstico, es necesario una muestra de saliva, por lo que no existe riesgo
ninguno.

Lugar de realizacion del analisis y destino de |2 muestra al térming de la investigacion: Los analisis
farmacogensticos de este estudic se llevaran a cabo en la Unidad de Farmacogenetica del Hospital
Universitario Virgen de las Nisves. Al térming de |3 investigacion, se cederan al Bicbanco de Células,
Tejidos y Tumores del Hospital Universitario Virgen de las Nieves las muestras de aquellos pacientes gue
asi lo hayan autorizado con una Respuesta Positiva al Punto 2 del Consentimiento Informado. Las
miuestras de aquellos pacientes que sdlo acepten participar en este estudio, pero no autoricen la donacion
de sumuestra al Biobanco [Respuesta Negativa al Punto 2 del Consentimiento Informade) se consideraran
destinadas exclusivamente a fines de investigacion, y por tanto se conservaran Unicamente en tanto sean
necesarias para bos fines que justificaron su recogida. Por tanto, seran destruidas a la finalizacion del
mismo. Los datos genéticos de caracter personal de estos pacientes se conservaran durante un periodo
minimo de cinco anes desde |a fecha en que fueron obtenidos, transcurrido el cual el interesado podra
solicitar su cancelacion, de acuerdo con |a Ley 1442007, de 3 de julio, de Investigacion Biomedica.

DOCUMENTO DE INFORMACION AL PACIENTE PARA ANALSIS FARMACOGENETICOS | Fro-Fi2-68

Servicio de Formadia Ediicion:- o
Hospitalaria Universitanio Virgen e las Mieves de Gransda Aprobacion:
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ANEXO 4. (Continuacion)

S e HOSFITAL UNIVERSITARIO VIRGEN DE LAS MIEVES
P - Unidad de £tis
s COMIEIERIA DE IGLALSAD, LALLID Y POUMCAS SOCIALES == b 234
. Avda. Fuerzas Armadas, ng 2. s )
DOCUMENTO DE INFORMACION AL PACIENTE T: 558 020 108; F: 501 021 504 b o
PARA ANALISIS FARMACOGENETICOS farmacogenetice vn sspa@junmdeandsiuca.es Bt Lo

Titulo del proyecto: INFLUENCIA GEMETICA EM LA RESPUESTA A TERAPIA BIOLOGICA EM
PACIENTES CON ASMA EOSINOFILICA GRAVE

PROMOTOR DEL PROYECTO: Unidad de Farmacogenética — Servicio de Farmada
INVESTIGADOR RESPONSABLE DEL PROYECTO: Cristina Pérez Ramirez

Posibilidad de ponerse nuevamente en contacto: Puede que sea necesarno ponerse en contacto
nuevamente con usted, con el fin de recabar datos o muestras adicionales, o proporcionarle la
infarmacicn relevante para su salud, salvo que haya solicitado que |as muestras sean anonimizadas.

confidencialidad: Toda la informacion obtenida en este estudio es confidencial v serd estriccamente
utilizada para fines de investigacion. Los datos personales que se recojan son confidenciales y seran
procesados de acuerdo con el Reglamento (UE] 2016/679 del Parlamento Eurcpeo y del Consejo, de 27
de abril, relative a la proteccion de las personas fisicas en lo que respecta al tratamiento de datos
personales y a la libre circulacion de estos datos, asi como con la Ley 14/2007, de 3 de julic, de
Investigacion Biomadica y |a Ley Organica 3,/2018, de 5 de diciembre, de Proteccion de Datos Personales
v garantia de los derechos digitalas.

La informacion clinica, epidemiologica, de las muestras biologicas y los resultados de los analisis geneticos
pasaran a formar parte de un fichero intemo de acceso restringido a usuarios debidamente identificados
e implicados en el proyecto durante el tiempo necesario para el cumplimientoe de los fines de esta
investigacion. Dichos datos seran tratados y cedidos con la dnica y exdusiva finalidad de llevar a cabo la
investigacion biomedica descrita en este documento.

informacion sobre resultados del Estudio: Los resultados de la investigacion, conforme normativa
vigente, se haran publicos mediante difusitn y posterior publicacion en prensa cientifica, sin que se facilite
ningun dato que identifique al paciente. Los datos se presentaran de manera conjunta y nunca referida a
un individua.

En el caso de cesion al Biobanco, este tendra a disposicion del donante toda la informacicn sobre los
proyectos de investigacion en los gue se utilice su muestra. El comité de ética externo del biobanco o el
comité de Etica de la Investigacion que evalud el proyecto de investigacion dedidiran en qué casos serd
imprescindible que se envie la informacion de manera individualizada.

Derecho de recusa o desistencia: La participacion en el estudio es totalmente voluntaria, siendo libre para
retirarse de la investigacion en cualquier momento sin que afecte o ponga en riesgo su asistencia médica.

El consentimiento prestado para cesion de muestras al Biobanco podra ser retirado o revocado an
cualquier moments, excepto si las muestras se encuentran anonimizadas. Para ello, debera dirigirse al
Biobanco, pudiends solicitar la eliminacion o la anonimizacion de las muestras. Los efectos de esta
revocacion no se extenderan a los resultados de las investigaciones llevadas a cabo con anterioridad.

Para consultas relacionadas con el Biobanco, podra dirigirse al Biobanco de Células, Tejidos y Tumores del
Hospital Universitario Virgen de las Nieves, 0 a su Representante Legal. En caso de produdirse un eventual
cierre del Biobanco o revocacion de |a autorizadon para su constitucion y funcionamiento, la informiacion
sobre el destino de las muestras estara a su dispesicien en el Registro Nacional de Biobancos para
Investigacion Biomedica, con el fin de gue pueda manifestar su conformidad o disconformidad con el
destino previsto para las muestras.

DOCUMENTO DE INFORMALION AL FACIENTE PARA ANALISIS FARMACOGENETIOOS | FFO-F12-68

Servicio de Farmocia Edicign: oz
Haspitalario Universitario Virgen oz ias Nieves de Granaca BAprobadon:
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9.5 ANEXO 5. Consentimiento informado

ANEXOS

1.

CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL PACIENTE St Fnersaes Armpdes, 0 2-

PARA AMALISIS FARMACOGEMETICOS

i avgkom A ir o Sl HOSPITAL UNIVERSITARID VIRGEN DE LAS NIEVES
i nemsian  CORGEIERLY DE IGLIALEHD. JALLIDT POUTICAS SOCIALES Uinidad de =

T-958 020 108; F: 501 021 =02

Nombre del paciente:
M2 Historia Clinica:
MUHSA:-

CODIGO UFG-HUVN:

Yo declaro bajo mi responsabilidad que he leido y
comprendo |3 Hoja de Informacion del proyecto “Influencia genetica en |a respussta o terapia bioldgica en
pacientes con asma eosinofilica grave” y soeptoparticipar.

5e me ha entregado una copia de la Hoja de Informacion al paciente y una copia de este consentimiento
informada, fechado y firmada.

Comprendo las caracteristicas y el objetivo del estudio y doy mi consentimiento pars recoger la mue stra de saliva
contemplada para su desarmollo.

He recibido suficiente informadon sobre Iz donacion de muestras bislogicas de ADN.
S me ha dado tiempo y oportunidad para realizar preguntzs.
Comprendo que mi participacion es volurtariz.

Comprendo que 5oy libre de retirarme del analisis en cualquier momento. Tras ello se procedera a la destruccion
de la muestra codificzdz. 5i se hubizra retirado previzmente e vinculo de identificzcion de |3 muestra, no se
podri relacionar conmige, de forma que no se podra destruir.

Entiendo que los resultados del mismo se comunicran sole en caso de gue dichos hallazgos tengan una
implicacion significativa para |z salud de los participantes y que exista una posibilidad de mejorar su condicion
ce sshud.

Punto 1- Yo DOV f Mo DOY mi consentimiento woluntariamente para que s= pueda reslizar el analisis
farmaogenstics a mis muestras de ADN en la Unidad de Farmacogenetica del Hospital Universitario Virgen de las
Kieves de Granada

Punto 2 - Yo DOY [ Ho DOY mi consentimiento voluntzriaments para ceder el remanente de mi meesra de ADN 21
Bisbanco de Celulas, Tejidos y Tumores del Hospital Universitario Virgen de las Nieves.

Deseo que dichas muestras y los datos clinicos ssociados sean tratados de forma {mancar wna opcidn):

CODIFICADA: léentificedas con un codigo que protege mi identidad, siendo posible volver 3 ligaras conmigo.
ANOMIMIFADA: Con desvinculacion imeversible de la identidad. No se podran asociar las muestras conmigo.

Deseo establecer restricdiones respecto 2l uso de |2 muestra, para que nosea utilizadaen
Autorizo para que se pueda contsctar conmigo posteriormesnte

Representznte legal en caso de incapacidad del paciente, con indicacion del caracter con el que interdene [padne,
madre, tutor, et
Nombre del Rep mnte Legal

S — (10

Personm que proporcona la informacion y el consentimientoc

Momk
oMl Frma
CONSENTIMIENTO INFORMADD DEL PACIENTE PARA ANMALISIS FARMACOGENETICOS | F-FO-F12-57
Servicie de Farmocia Edician: oz
Hospitalario Universitario Virgen de ks Nieves de Granada Aprobacin:
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10. PUBLICACIONES

Los resultados de esta Tesis han sido estructurados en cuatro articulos originales, dos de ellos
publicados y dos pendientes de publicacidn. Las revistas seleccionadas para su publicacidn han
sido: Pharmaceutics (JCR Factor de impacto 2021: 6.525; Categoria: “Pharmacy and
Pharmacology” 39/279, Quartil 1 (Q1)) e International Journal of Molecular Sciences (JCR Factor
de impacto 2021: 6.208; Categoria: “Biochemistry and Molecular Biology” 69/279, Quartil 1
(Q1)).
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Impact of Omalizumab in Patients with Severe Uncontrolled Asthma and Possible Predictive
Biomarkers of Response: A Real-Life Study. Pharmaceutics 2023, 15, 523.
https://doi.org/10.3390/pharmaceutics15020523. Received: 2 Diciembre 2022/ Revised: 4
Enero 2023 / Accepted: 2 Febrero 2023 / Published: 4 Febrero 2023.
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Predictive Biomarkers of Response: A Real-Life Study. Int. J. Mol. Sci. 2023, 24, 2011.
https://doi.org/10.3390/ijms24032011. Received: 2 Diciembre 2022/ Revised: 9 Enero 2023 /
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Abstract: Most patients with asthma can control their symptoms with a basic standard of medical care and
with maintenance and rescue medication. However, between 5% and 10% of asthmatics worldwide do not
achieve control of symptoms and have recurrent exacerbations and respiratory difficulties. The objective of
the study was real-life evaluation of the clinical improvement of patients with severe eosinophilic asthma
treated with omalizumab, together with the search for biomarkers associated with the response. An
observational retrospective cohort study that included patients with severe uncontrolled allergic asthma
being treated with omalizumab. Three types of response were evaluated: lower use of oral corticosteroids,
improvement in lung function and reduction of exacerbations. A total of 110 patients under treatment with
omalizumab were included, with a mean age of 48 + 16 years. After 12 months had elapsed, significant
reductions were found in the number of exacerbations, use of oral cortico-steroids and doses of inhaled
corticosteroids (p < 0.001). Lung function and asthma control improved with significant (p < 0.001; p=0.004)
and eosinophil levels were significantly reduced (p = 0.004). Low scores in the Asthma Control Test were
associated with the oral corticosteroid-saving effect; lower previous FEV1 levels and absence of chronic
obstructive pulmonary disease (COPD) were related to improvement in lung function, and prior FEV1
values higher than 80% and absence of gastroesophageal reflux disease (GERD) with reduction of
exacerbations. The results of this study confirm the clinical benefit obtained after the introduction of
omalizumab and the possible predictive biomarkers of response to the treatment.

Keywords: Severe uncontrolled asthma; omalizumab; effectiveness; biomarkers.

1. Introduction

Asthma is a chronic respiratory disease with a high incidence worldwide, characterized by
a chronic obstruction of the airways which causes patterns of inflammation and bronchial
remodelling [1-3]. Most patients with asthma can control their symptoms with a basic standard
that includes control and maintenance medication, administered over prolonged periods,
including inhaled corticosteroids (ICS), leukotriene receptor antagonists and long-acting (32
adrenergic agonists, and rescue medication, used on demand to provide fast relief or prevent
bronchoconstriction [4-7]. However, despite adaptation of standard therapy to the patient’s
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needs, between 5% and 10% of asthmatics worldwide do not achieve control of symptoms and
suffer recurrent exacerbations and a lack of control of respiratory symptoms [8,9]. The Spanish
Asthma Management Guidelines (GEMA) and the Global Initiative for Asthma (GINA) consider
these patients as cases of severe uncontrolled asthma (SUA) and according to their treatment
indications, GEMA step 6 and GINA step 5, the introduction of biological therapies suited to the
patient’s phenotype/endotype is advised to increase overall control of the disease [6,7].

Immunoglobulin E (IgE) is a type of antibody related to hypersensitivity and allergic
reactions, which causes an immune response by binding to the high-affinity receptor FceRI
located on the surface of mast cells and basophils, promoting the release of inflammatory
mediators [10].

Omalizumab (Xolair®) is a humanized monoclonal antibody that binds selectively to IgE
and prevents it from binding to the FceRI receptor in basophils and mast cells, thereby reducing
the amount of free IgE available to trigger the allergic cascade [11,12]. By blocking IgE from
binding to FceRI receptors, omalizumab achieves a 97% reduction in expression of these receptors
on the surface of mast cells and basophils [13]. Moreover, because of the binding of omalizumab
to free IgE, blood IgE levels decrease by between 96% and 99%, and as a result of the depletion of
free IgE, the plasma membrane FceRI receptors of basophils are transferred to the cytoplasm and
are not resynthesized [14,15].

Although multiple randomized controlled clinical trials have been conducted that have
demonstrated the efficacy and safety of omalizumab [16-30], they do not reflect the situations that
arise in common clinical practice, as they were developed in optimum conditions with strict
inclusion and exclusion criteria. Consequently, real-life studies have become increasingly
important to support the results reported by clinical trials. There are now real-life studies
demonstrating the efficacy of omalizumab [31-36]. These studies include diverse groups of
participants, so accurate pooled estimates are needed to assess efficacy and determine biomarker
predictors of response in specific populations. The aim of this study was to evaluate the
effectiveness of omalizumab treatment and identify predictive markers of response in Caucasian
patients in southern Spain.

2. Materials and Methods
We conducted a real-life observational retrospective cohort study.
2.1 Study population

This study included 113 patients aged over 18 years and of Caucasian origin diagnosed with
SUA according to GEMA 5.1 criteria, recruited in the Respiratory Medicine Department of the
Hospital Universitario Virgen de las Nieves de Granada (Spain) between March 2007 and April
2022. Out of the 113 patients recruited, the response was evaluated in 110 patients treated with
omalizumab, prior to beginning treatment and when 12 months had elapsed from the start of the
biological therapy. The administration route of the drug was subcutaneous, with doses of 75 mg
to 600 mg, depending on the initial IgE concentration and the patient’s weight, every 2 or 4 weeks
[37]. The remaining patients did not meet the study’s evaluation criteria.

2.2 Socio-demographic and clinical variables

The socio-demographic variables included age, sex, body mass index (BMI), smoking status,
years with the disease, nasal polyps, previous respiratory disease, allergies, gastroesophageal
reflux disease (GERD), sleep apnoea-hypopnoea syndrome (SAHS), chronic obstructive
pulmonary disease (COPD), years with omalizumab, treatment dose, and change to another
monoclonal antibody therapy.

The clinical variables were collected according to the 12 months prior to starting omalizumab
treatment and after completing the first year of treatment. They included oral corticosteroid
(OCS) and ICS doses, blood eosinophil count, exacerbations requiring emergency treatment
and/or hospitalization, IgE, lung function as percentage forced expiratory volume in the first
second (%FEV1), and Asthma Control Test (ACT) [38].

2.3 Statistical analysis
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The quantitative variables were expressed as mean (+ standard deviation) for those that
complied with normality and as median and percentiles (25 and 75) for those that did not follow
a normal distribution. Normality was confirmed using the Kolmogorov-Smirnov test.

The clinical variables responsible for the response were compared before and after treatment
using the McNemar test for qualitative variables. For quantitative variables that complied with
normality we used the t test for paired data and the Mann-Whitney U test (Wilcoxon rank sum
test) for non-normal variables. The results were considered significant when the p value was less
than 0.05.

To evaluate the predictors of response at 12 months, the following were taken as response
variables: reduction of OCS cycles per year, considering a reduction of at least 50% in the cycles
or absence of OCS as a satisfactory response; improvement of lung function, considering those
that achieved an increase of at least 10% in FEV1 after 12 months’ treatment as responsive; and
reduction of exacerbations per year requiring emergency treatment and/or hospitalization, taking
a reduction of at least 50% or absence of exacerbations as a satisfactory response. The bivariate
analysis between the response and socio-demographic and clinical variables was performed
using Pearson’s chi-squared test or applying Fisher’s exact test for the qualitative variables. For
the quantitative variables, Student’s t-test was applied to the variables that complied with
normality. The Mann-Whitney U test was applied for non-normal variables. A multivariate
(logistic or linear regression) analysis was used to calculate the adjusted odds ratio (OR) and the
95% confidence interval (CI) for the possible prognostic factors of response to OCS, lung function
and exacerbations. All the tests were 2-sided, with a probability of 0.05 or less considered
statistically significant and were performed with the R 4.2.0 free software.

3. Results
3.1 Characteristics of the patients treated with omalizumab

The clinical and demographic characteristics of the 110 patients treated with omalizumab
are described in Table 1. In total, 61.82% of the patients were women (68/110); their mean age was
48.48 +16.08 years, with a median of 8.5 [5-13.75] years with the disease and 2.5 [1-5] years under
treatment with omalizumab. Most of the patients were overweight or obese, 40% (44/110) and
34.55% (38/110) respectively, and 4.55% were smokers (5/110). There were 20.91% (23/110) who
had had some previous respiratory disease, 19.09% (21/110) with nasal polyps, 75.45% (83/110)
with allergies, 27.27% (30/110) with GERD, 18.18% (20/110) with SAHS and 14.55% (16/110) with
COPD.

All the patients had required ICS in the year before beginning the treatment, with a median
of 320 [184-640] mg/day, and 77.27% (85/110) needed OCS, with a median of 2 [1-3] cycles. Mean
%FEV1 was 76.12 = 21.68, and a median blood eosinophil count of 250 [127.5—485] cells/uL was
recorded, and IgE of 310.45 [142.5-716.25] IU/mL. There were 61.82% (68/110) who suffered at
least one exacerbation during the year prior to the treatment and the median ACT score was 12
[10-16] points. Of the 110 patients, 42.73% required changing to another monoclonal therapy for
asthma control.

Table 1. Demographic and clinical characteristics of patients treated with omalizumab.

N % Mean * SD/ pso(pzs, prs)
Age 110 48.48 +16.08
Sex
Women 68 61.82
Men 42 38.18
BMI
Underweight 1 091
Normal weight 27 24.55
Overweight 44 40
Obesity 38 34.55
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Tobacco consumption

Non-smoker 77 70
Former smoker 28 25.45
Current smoker 5 4.55

Previous respiratory disease

Yes 23 2091

No 87 79.09
Polyps

Yes 21 19.09

No 89 80.91
Allergies

Yes 83 75.45

No 27 24.55
GERD

Yes 30 27.27

No 80 72.73
SAHS

Yes 20 18.18

No 90 81.82
COorD

Yes 16 14.55

No 94 85.45
Years with EA 110 8.5 [5-13.75]
ICS (mg/day) 110 320 [184-640]
OCS cycles per year 110 2[1-3]

Yes 85 77.27

No 25 22.73
Baseline %FEV1 106 76.12 +21.68

<80 62 58.49 -

>80 44 41.51 -
Baseline ACT 25 12 [10-16]
Exacerbation in previous year 110 1[0-2]

Yes 68 61.82

No 42 38.18
Baseline blood eosinophil 100 250 [127.5-485]
count (cells/pL)
Baseline IgE (IU/mL) 96 310.45 [142.5-716.25]
Years with omalizumab 110 2.5 [1-5]
Omalizumab dose (mg/4 110 450 [300-600]
weeks)
Change of BT

Yes 47 42.73

No 63 57.27

BMI: body mass index; GERD: gastroesophageal reflux disease; SAHS: sleep apnoea-hypopnoea syndrome;

COPD: chronic obstructive pulmonary disease; EA: eosinophilic asthma; ICS: inhaled corticosteroids; OCS:
oral corticosteroids; %FEV1: percentage forced expiratory volume in the first second; ACT: Asthma Control
Test; IgE: immunoglobulin E; BT: biological therapy. Qualitative variables are shown as numbers
(percentage, %). Quantitative variables with normal distribution are shown as mean * standard deviation
(SD). Quantitative variables with non-normal distribution are shown as p50 (p25-p75).
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3.2 Clinical effectiveness of omalizumab

The effectiveness of omalizumab was assessed in 110 (97.35%) patients of the 113 candidates
for the study (Table 2). The treatment was suspended in 2.65% of the patients (3/113) due to the
presence of adverse effects.

Table 2. Clinical efficacy of omalizumab in patients with severe uncontrolled asthma.

Response definition N %
OCS reduction > 50%
Yes 56 50.91
No 37 33.63
No OCS 17 15.45
OCS reduction > 50% or
absence
Yes 71 64.55
No 39 35.45
FEV1 increase > 10%
Yes 42 46.15
No 49 53.85
FEV1 increase > 10% or FEV1 >
80%
Yes 71 75.53
No 23 24.47
Exacerbation reduction > 50%
Yes 54 49.09
No 18 16.36
No exacerbations 38 34.55
Exacerbation reduction > 50%
or absence
Yes 90 81.82
No 20 18.18

OCS: oral corticosteroids; FEV1: maximum forced expiratory volume in the first second.

After a year of treatment with omalizumab the 50% reduction in OCS was satisfactory in
51.38% (56/110) of the patients and 14.68% (16/110) did not require OCS during the first 12 months
of biological therapy. The %FEV1 increased by at least 10% in 46.15% (42/91) of cases and 75.53%
(71/94) showed FEV1 values higher than 80%. The reduction of at least 50% in exacerbations
requiring emergency department treatment and/or hospitalization was satisfactory in 49.09%
(54/110) of the patients and 34.55% (38/110) had no exacerbations.

3.3 Comparison of clinical variables before and after treatment
3.3.1 Daily dose of ICS

After 12 months of biological therapy with omalizumab, daily doses of ICS showed
significant reductions of 42.50% (p < 0.001). The results of the comparative analysis are shown in
Table 3.

Table 3. Changes in baseline variables after 12 months of biological therapy.

Independent variable Biological therapy with omalizumab
ICS dose (mg/day)

Baseline, p50(p25, p75) 320 [184-640]

Follow-up, p50(p25, p75) 184 [92.75-400]

Change from baseline p <0.001
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Use of OCS (Yes/No)

Baseline, n (%) 85 (77.27)
Follow-up, n (%) 63 (57.27)
Change from baseline p <0.001
Cycles of OCS per year

Baseline, p50(p25, p75) 2[1-3]
Follow-up, p50(p25, p75) 1[0-2]
Change from baseline p <0.001
Patients with FEV1 > 80%

Baseline, n (%) 44 (41.51)
Follow-up, n (%) 53 (56.38)
Change from baseline p=0.745
%FEV1

Baseline, mean (SD) 76.12 +21.68
Follow-up (SD) 85.53 +20.10
Change from baseline p <0.001
ACT

Baseline, pso(pzs, prs) 12 [10-16]
Follow-up, pso(pzs, p7s) 20.5 [16-23]
Change from baseline p =0.004
Presence of exacerbations (Yes/No)

Baseline, n (%) 68 (61.82)
Follow-up, n (%) 27 (24.55)
Change from baseline p=0.071
Exacerbations per year

Baseline, pso(pzs, prs) 1[0-2]
Follow-up, pso(pzs, p7s) 0 [0-0]
Change from baseline p <0.001

Blood eosinophils (cell/pL)

Baseline, pso(pzs, prs)
Follow-up, pso(pzs, p7s)
Change from baseline

250 [127.5-485]
215 [120-327.5]
p = 0.004

IgE (IU/mL)

Baseline, pso(pzs, prs)
Follow-up, pso(pzs, p7s)
Change from baseline

310.45 [142.5-716.25]
496 [191-852]
p =0.888

ICS: inhaled corticosteroids; OCS: oral corticosteroids; %FEV1: percentage forced maximum expiratory
volume in the first second; ACT: Asthma Control Test; IgE: immunoglobulin E. Qualitative variables are
shown as numbers (percentage, %). Quantitative variables with normal distribution are shown as mean *
standard deviation (SD). Quantitative variables with a non-normal distribution are shown as p50 (p25-p75).

3.3.2  OCS cycles per year

During the year prior to starting biological therapy, high use of OCS was recorded among
the patients in the study: 77.27% of them had needed at least one cycle of OCS. After a year with
omalizumab, use of OCS had fallen significantly, by 25.88% (p < 0.001, Table 3, Figure 1) and in
parallel with this a significant reduction occurred in the median doses of OCS recorded (p <0.001,
Table 3, Figure 1).
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Figure 1. Clinical response to omalizumab: OCS. Patients with oral corticosteroid requirements during the
12 months prior to starting omalizumab and at the follow-up evaluation after 12 months of therapy.

3.3.3 Lung function

Lung function had improved significantly after 12 months with omalizumab, showing an
increase of 9.41% in mean FEV1 (p <0.001, Table 3, Figure 2). However, there were no statistically
significant differences in the group of patients with FEV1 values greater than 80%.

p <0.001

8 M ]
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76
74
72

Omalizumab

m Baseline m 12 months

Figure 2. Clinical response to omalizumab: lung function. Mean percentage forced expiratory volume in the
first second (%FEV1) before omalizumab and after 12 months of treatment.

3.3.4  Asthma control test ACT

After the administration of omalizumab, patients had a significant increase of 8.5 in median
ACT score (12 to 20.5; p < 0.004, Table 3).
3.3.5 Frequency of severe exacerbations

The percentage of patients with exacerbations decreased from 61.82% to 24.55% after a year

of omalizumab treatment (p = 0.071, Table 3, Figure 3); the median number of exacerbations also
decreased (p <0.001, Table 3).
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Figure 3. Clinical response to omalizumab: exacerbations. Patients with exacerbations in the 12 months prior
to starting omalizumab and after 12 months of therapy.

3.3.6 Inflammatory markers

Omalizumab was associated with a significant reduction of 14% in blood eosinophil counts
(p =0.004, Table 3, Figure 4).
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Figure 4. Clinical response to omalizumab: blood eosinophils. Median eosinophils prior to omalizumab and
after 12 months of treatment.

3.3.7 Immunoglobulin E

No statistically significant changes in IgE levels were found after 12 months of treatment
with omalizumab (p = 0.888, Table 3).

3.4 Predictors of response at 12 months
3.4.1 Response to reduction of oral corticosteroids (OCS)

In the bivariate analysis a greater response to OCS was found in patients with lower baseline
ACT values, higher blood eosinophil levels and lower treatment doses every 4 weeks (Table S1).
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The multivariate analysis showed that the independent variable associated with OCS response at
12 months was lower baseline ACT values (OR = 0.74; 95% CI = 0.53-0.97). The results of the
multivariate analysis are shown in Table 4.

Table 4. Response predictors after 12 months of treatment with omalizumab in patients with severe
uncontrolled asthma (multivariate analysis).

B Odds ratio P 95% CI
value
OCS reduction predictors
ACT -0.2994 0.74 0.045 0.53-0.97
Lung improvement predictors
FEV1 -0.0719 0.93 <0.001 0.90-0.96
COPD  3.5341 34.26 0.001 5.20-395.88
Exacerbation reduction predictors
GERD  1.1238 3.08 0.033 1.09-8.
FEV1 (>80) 1.1759 3.24 0.054 1.06-12.23

OCS: oral corticosteroids; FEV1: maximum forced expiratory volume in the first second; ACT: Asthma
Control Test; COPD: chronic obstructive pulmonary disease; GERD: gastroesophageal reflux disease. CI:
confidence interval.

The multivariate analysis has been adjusted by: ACT, eosinophil levels and omalizumab dose for predictors
of OCS reduction; sex, COPD and previous FEV1 value for predictors of lung improvement; polyps and
GERD for predictors of exacerbation reduction.

3.4.2  Lung function response (FEV1)

In the bivariate analysis, satisfactory lung function response was associated with women,
absence of COPD linked to asthma and lower prior FEV1 values (the values are shown in detail
in Table S2). After the multivariate analysis was performed we found that lower initial FEV1
values (OR =0.93; 95% CI = 0.90-0.96; Table 4) and absence of COPD (OR = 34.26; 95% CI = 5.20-
395.88; Table 4) indicated greater improvement in lung function.

5.4.3 Response to reduction of exacerbations

The bivariate analysis associated the absence of polyps and GERD and higher previous FEV1
values (the values are shown in detail in Table S3). In the multivariate analysis a significant
association with response was found in the absence of GERD (OR = 3.08; 95% CI=1.09-8.77; Table
4) and higher previous FEV1 values (OR = 3.24; 95% CI = 1.06-12.23; Table 4).

4. Discussion

In this study, omalizumab was associated with a significant improvement in lung function
(FEV1) and control of asthma symptoms, evaluated using the ACT questionnaire, and significant
reductions in the rate of severe exacerbations per year, blood eosinophil level, OCS cycles per
year and ICS doses. The response to treatment with omalizumab achieved in our study is in line
with the previous published real-life studies, collected by Jean Bousquet et al. in their meta-
analysis published in 2021, which found significant improvements in lung function (95% CI: 0.03-
0.48; p = 0.02), annual exacerbation rate (risk ratio [RR]: 0.41; 95% CI: 0.30-0.56; p < 0.01), ACT
questionnaire score (mean difference [MD]: 6.47; 95% CI: 4.76-8.18) and in the proportion of
patients that received OCS, which fell significantly (RR: 0.59; 95% CI: 0.47-0.75; p < 0.01) [33]. It
should be noted that we found no statistically significant differences in the group of patients with
FEV1 values over 80% after 12 months of treatment with omalizumab, which may indicate that
this biological therapy achieves improvements in lung function, but in many cases, with very low
baseline FEV1 values, a very significant increase is not achieved in the first year of biological
therapy. As for biomarkers, the multivariate analysis indicated that having a positive response of
reduction in OCS was more likely if the subject had lower initial ACT values. As lung function
response markers, it was found that the absence of COPD and lower prior %FEV1 values led to a
better response, and finally, the absence of GERD and higher prior %FEV1 values were the
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markers associated with a positive response of reduction in exacerbations. The previous literature
shows different results. Casale et al. associated improved lung function in those patients with a
high level of eosinophils (p = 0.011) and a higher risk of exacerbations with omalizumab if they
had been suffered the previous year (OR: 2.19; 95% CI: 1.55-3.08; p < 0.001), which is in line with
our study, and they did not look for biomarkers associated with the OCS-saving effect [34] Other
authors associate biomarkers with overall response and consider lower FEV1 levels, a higher
eosinophil count or higher IgE levels as predictors of response to omalizumab [35-38].

This study, being a real-life investigation, lacks a placebo control group, and this could be
considered its main limitation. The absence of a control group means that the magnitude of the
results observed lacks the firmness of a comparison with a control group. Another inherent
limitation of retrospective studies is the lack of data collection, such as in the ACT, and the sample
size. Nevertheless, although randomized clinical trials remain the gold standard, this type of
study makes it possible to extrapolate those results to uncontrolled and heterogeneous settings.

5. Conclusions

Omalizumab was the first biological therapy approved for the treatment of asthma and has
brought about a great improvement in the quality of life of patients with severe allergic asthma.
Its efficacy and safety have been demonstrated in numerous controlled clinical trials and the
results attained in this study show very promising data in real life. Omalizumab achieved
significant improvements in the three responses evaluated, reducing the use of oral
corticosteroids, improving lung function, and decreasing and/or preventing the presence of
exacerbations in many of the patients studied. In addition, response markers could be a useful
tool for making decisions in clinical practice.

Supplementary Materials: Table S1: Predictors of oral corticosteroid reduction at 12 months of omalizumab
treatment in patients with severe uncontrolled asthma (bivariate analysis); Table S2: Predictors of lung
function improvement at 12 months of omalizumab treatment in patients with severe uncontrolled asthma
(bivariate analysis); Table S3: Predictors of exacerbation reduction at 12 months of omalizumab treatment
in patients with severe uncontrolled asthma (bivariate analysis).
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Abstract: Severe Uncontrolled Asthma (SUA) counts for more than 25% of cases of severe asthma. The main
factors that impair the quality of life of these patients are high doses of oral corticosteroids, the presence of
exacerbations and reduced lung function. The objective of this study was to evaluate, in real life, the clinical
improvement of patients with SUA treated with anti-interleukin 5 (IL5) therapies: mepolizumab and
benralizumab, together with the search for biomarkers associated with the response. We conducted a
retrospective observational cohort study that included patients with severe uncontrolled eosinophilic
asthma in a tertiary hospital receiving biological therapies. Three types of response were evaluated:
improvement in lung function, reduction in exacerbations and decrease in the use of oral corticosteroids.
After 12 months of treatment, significant reductions were found in the number of exacerbations, the use of
oral corticosteroids and blood eosinophil levels for both biological therapies (p<0.001). Lung function
improved, achieving a significant improvement in %FEV1 (p<0.001), as well as asthma control, with a
significant increase in asthma control test (ACT) scores in both therapies. The markers associated with the
corticosteroid-saving effect were the low doses of oral corticosteroids and absence of exacerbations for
mepolizumab, and higher blood eosinophilia, absence of chronic obstructive pulmonary disease (COPD)
and reduction in oral corticosteroid cycles for benralizumab. The greatest improvement in lung function in
both therapies was linked to lower previous FEV1 levels and absence of other respiratory diseases. The
reduction in exacerbations was associated with absence of exacerbations the previous year for mepolizumab
and never smokers for benralizumab. The results of this real-life study confirm the clinical benefit obtained
after the introduction of an anti-IL5 biological therapy and the possible predictive biomarkers of response
to treatment.

Keywords: Severe uncontrolled asthma; mepolizumab; benralizumab; effectiveness; biomarkers

1. Introduction

Asthma is a chronic and heterogeneous inflammatory disease of the airways, in which various
cells and inflammatory mediators are involved, partly determined by genetic factors, resulting in
bronchial hyperreactivity and restriction of airflow, which give rise to recurrent episodes of
wheezing, dyspnoea and exacerbations [1,2].

It is one of the main non-transmissible diseases affecting children and adults. The most recent
World Health Organization (WHO) estimates indicate that in 2019 262 million people were
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affected by asthma worldwide and 461 000 deaths due to lack of diagnosis and/or treatment were
recorded that year [3]. As it is a chronic condition, the objective pursued in addressing it is to
achieve control of the disease and prevention of future risk, since it can be life-threatening and
generate significant welfare costs [2].

According to the European Respiratory Society (ERS) and the American Thoracic Society (ATS),
severe uncontrolled asthma (SUA) represents between 5% and 10% of asthma cases, making it a
constant challenge to maintain this control [4]. Data reported by the ARS/ATS, along with
European studies from recent years, show that more than 50% of asthma patients are uncontrolled
[5].

Between 30% and 40% of patients with severe asthma also require regular use of oral
corticosteroids (OCS) to control their asthma [6-8], with the risk that this involves of presenting
serious and often irreversible adverse effects [9,10].

The Global Strategy for the Management and Prevention of Asthma (GINA) defines asthmatic
exacerbation as episodes characterized by a progressive increase in symptoms of shortness of
breath, cough, wheezing or chest tightness and progressive decrease in lung function, i.e., they
represent a change from the patient’s usual status that is sufficient to require a change in
treatment [2]. Exacerbations differ from the usual symptoms of asthma in the lack of response to
the inhaled corticosteroids (ICS) in common use and are strongly related to increased
inflammation of the airways. They can trigger fatal results and are more common and more
severe when the asthma is uncontrolled [11]. They are often related to eosinophilic airway
inflammation, since the markers of eosinophilic inflammation are increased prior to the onset of
exacerbations [12-14]. Furthermore, strategies for the control of eosinophilic airway
inflammation are associated with a reduction of exacerbations [15-17].

Lack of prevention and/or treatment of exacerbations, together with the presence of potentiating
risk factors, such as deficient treatment adherence, incorrect inhaler technique, comorbidities,
exposure to toxins or allergens and reduced lung function, represent a major problem in the
clinical management of asthma, associated with increased morbidity and risk of death, which
could as much as triple healthcare costs due to increased medication requirements, need for visits
to emergency departments and in many cases hospitalization [2,18-22].

The development of new anti-interleukin-5 (IL5) biological therapies such as mepolizumab and
benralizumab for managing asthma represents a major advance in addressing it. Mepolizumab
and benralizumab are humanized monoclonal antibodies which respectively act against IL5 and
its receptor (IL5R), selectively and effectively inhibiting the eosinophilic cascade [23-27]. These
biologic therapies have been shown to be effective in randomized controlled trials (RCTs).
However, it is known that only a minority of patients with severe asthma would meet the
inclusion criteria of an RCT [28]. Consequently, doubts have been raised about the use of these
results in clinical practice, and real-life studies have become more influential in supporting the
results of RCTs. There are previous efficacy studies demonstrating a significant reduction in
blood eosinophil count and exacerbation rate with mepolizumab and benralizumab [29-37].
These studies include diverse groups of participants, so precise pooled estimates are needed to
assess efficacy and determine biomarker predictors of response in specific populations. The aim
of the study was to evaluate the effectiveness of treatment with mepolizumab and benralizumab
and to identify markers predictive of response in Caucasian patients from southern Spain.

2. Results
2.1. Characteristics of the patients
2.1.1.  Characteristics of patients treated with mepolizumab

A total of 89 patients receiving mepolizumab as treatment were included in the study. Their
clinical and demographic characteristics are shown in Table 1. The mean recorded age was 55.8 +
13.1 years, with 65.2% women (58/89). The median time in treatment with mepolizumab was 2
[1-4] years, change to another monoclonal antibody therapy was recorded in 22.2% (18/89), and
74.2% (66/89) had had no previous biological therapies. Most of the patients were overweight or
obese: 42.7% (38/89) and 31.5% (28/89) respectively. Only one case of an active smoker was
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recorded, representing 1.1%. There were 42.7% (38/89) who had had some previous respiratory
disease, 42.7% (38/89) with nasal polyps, 49.4% (44/89) with allergies, 39.3% (35/89) with
gastroesophageal reflux disease (GERD), 18% (16/89) with sleep apnoea-hypopnoea syndrome
(SAHS) and 15.7% (14/89) with chronic obstructive pulmonary disease (COPD).

During the previous year, all the patients had required ICS, with a median of 500 [500-1000]
ug/day, 73.9% (65/89) needed bursts of OCS, with a median of 2 [0-4] cycles and 6.7% (6/89)
required maintenance OCS. Mean %FEV1 was 71.1 + 23.7, a median baseline blood eosinophil
count of 655 [330-905] cells/uL. was recorded and baseline IgE of 122.55 [30.25-179.75] IU/mL.
There were 60.2% (53/89) who suffered at least one exacerbation during the year before the
treatment and the median ACT score was 12.5 [9-15.8] points.

Table 1. Demographic and clinical characteristics of patients treated with mepolizumab.

N n (%)
Age 89 55.8+13.1
Sex 89
Women 58 (65.2)
Men 31 (34.8)
BMI 89
Underweight 4 (4.5)
Normal weight 19 (21.3)
Overweight 38 (42.7)
Obese 28 (31.5)
Tobacco consumption 89
Non-smoker 74 (83.2)
Former smoker 14 (15.7)
Current smoker 1(1.1)
Previous respiratory disease 89
Yes 38 (42.7)
No 51 (57.3)
Polyps 89
Yes 38 (42.7)
No 51 (57.3)
Allergies 89
Yes 44 (49.4)
No 45 (50.6)
GERD 89
Yes 35 (39.3)
No 54 (60.7)
SAHS 89
Yes 16 (18)
No 73 (82)
COPD 89
Yes 14 (15.7)
No 75 (84.3)
Years with EA 89 5 [3-10]
ICS (ug/day) 89 500 [500-1000]
Bursts of OCS per year 89 2 [04]
Yes 65 (73)
No 24 (27)
Bursts of OCS (Yes) 65 3[2-5]
Maintenance OCS (mg/day) 89 0[0-0]
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Yes 6 (6.7)
No 83 (93.3)
Maintenance OCS (Yes) 6 11.3 [5.6-15]
Baseline %FEV1 85 71.1+23.7
<80 60 (70.6)
>80 25 (29.4)
Baseline ACT 28 12.5[9-15.8]
Exacerbation in previous year 89 1[0-2]
Yes 53 (60.2)
No 35 (39.8)
Exacerbation in previous year (Yes) 53 2[1-3]
Baseline blood eosinophil count (cells/pL) 89 655 [330-905]
Baseline IgE (IU/mL) 54 112.6 [30.3-279.8]
Years with mepolizumab 89 2 [1-4]
Previous BT 89
Yes 23 (25.8)
No 66 (74.2)
Change of BT 89
Yes 18 (22.2)
No 71 (79.8)

BMI: body mass index; GERD: gastroesophageal reflux disease; SAHS: sleep apnoea-hypopnoea syndrome;
COPD: chronic obstructive pulmonary disease; EA: eosinophilic asthma; ICS: inhaled corticosteroids; OCS:
oral corticosteroids; FEV1: maximum expiratory volume in the first second of forced expiration; ACT:
asthma control test; IgE: immunoglobulin E; BT: biological therapy. ICS dose is expressed as pg/day
fluticasone equivalents. Qualitative variables are shown as numbers (percentage, %). Quantitative variables
with normal distribution are shown as mean + standard deviation (SD). Quantitative variables with non-
normal distribution are shown as p50 (p25-p75).

2.1.2. . Characteristics of patients treated with benralizumab

Table 2 describes the demographic and clinical characteristics of the 57 patients treated with
benralizumab. Their mean age was 58.4 + 4.3 years, with 64.9% women (37/57), a median duration
of the disease of 7 [4-9] years, a median of 2 [1-3] years in treatment with benralizumab. They
had a low rate of change of biological therapy, 8.8% (5/57), and 66.7% (38/57) had had some
previous biological therapy. Most of the patients were overweight or obese: 33.3% (19/57) and
45.6% (26/57) respectively, 24.7% (14/57) were former smokers and there was only 1 active smoker
(1.7%). A total of 45.6% (26/57) had had some previous respiratory disease, 38.6% (22/57) had
nasal polyps, 61.4% (35/57) allergies, 40.4% (23/57) GERD, 17.5% (10/57) SAHS and 19.3% (11/57)
COPD.

During the year before treatment with benralizumab all the patients had received ICS, with a
median of 1000 [500-1000] pg/day, 87.7% (50/57) had required bursts of OCS, with a median of 2
[1-4] cycles and 8.8% (5/57) required maintenance OCS. Mean %FEV1 was 71.7 + 22.52 a median
baseline blood eosinophil count of 410 [230-570] cells/uL was recorded and baseline IgE of 137.7
[50-758] IU/mL. There were 45.6% (26/57) who suffered at least one exacerbation during the year
before the treatment and the median ACT score was 13 [9.5-15.5] points.

Table 2. Demographic and clinical characteristics of patients treated with benralizumab.

N n (%)
Age 57 58.4+14.3
Sex 57
Women 37 (64.9)
Men 20 (35.1)
BMI 57
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Underweight 0(0)
Normal weight 12 (21.1)
Overweight 19 (33.3)
Obese 26 (45.6)
Tobacco consumption 57
Non-smoker 42 (73.7)
Former smoker 14 (24.6)
Current smoker 1(1.7)
Previous respiratory disease 57
Yes 26 (45.6)
No 31 (54.4)
Polyps 57
Yes 22 (38.6)
No 35 (61.4)
Allergies 57
Yes 35 (61.4)
No 22 (38.6)
GERD 57
Yes 23 (40.4)
No 34 (59.6)
SAHS 57
Yes 10 (17.5)
No 47 (82.5)
COPD 57
Yes 11 (19.3)
No 46 (80.7)
Years with EA 57 7 [4-9]
ICS (ug/day) 57 1000 [500-1000]
Bursts of OCS per year 57 2 [1-4]
Yes 50 (87.7)
No 7 (12.3)
Bursts of OCS per year (Yes) 50 3 [1.3-4]
Maintenance OCS (mg/day) 57 0[0-0]
Yes 5 (8.8)
No 52 (91.2)
Maintenance OCS (Yes) 5 10 [10-15]
Baseline %FEV1 57 71.7 £22.5
<80 38 (66.7)
>80 19 (33.3)
Baseline ACT 27 13 [9.5-15.5]
Exacerbation in previous year 57 0[0-1]
Yes 26 (45.6)
No 31 (54.4)
Exacerbation in previous year (Yes) 26 1[1-2]
Baseline blood eosinophil count (cells/pL) 57 410 [230-570]
Baseline IgE (IU/mL) 45 137.7 [50-758]
Years with mepolizumab 57 2 [1-3]
Previous BT 57
Yes 19 (33.3)
No 38 (66.7)
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Change of BT 57
Yes 5 (8.8)
No 52 (91.2)

BMI: body mass index; GERD: gastroesophageal reflux disease; SAHS: sleep apnoea-hypopnoea syndrome;
COPD: chronic obstructive pulmonary disease; EA: eosinophilic asthma; ICS: inhaled corticosteroids; OCS:
oral corticosteroids; FEV1: maximum expiratory volume in the first second of forced expiration; ACT:
asthma control test; IgE: immunoglobulin E; BT: biological therapy. ICS dose is expressed as pg/day
fluticasone equivalents. Qualitative variables are shown as numbers (percentage, %). Quantitative variables
with normal distribution are shown as mean * standard deviation (SD). Quantitative variables with non-
normal distribution are shown as p50 (p25—p75).

2.2. Comparison of clinical variables before and after treatment

2.2.1. Daily dose of ICS

After 12 months of biological therapy, daily doses of ICS showed significant reductions of 50%
for the benralizumab group (p = 0.039). No significant differences between the baseline and post-

treatment doses were found in the mepolizumab group. The results of the comparative analysis
are shown in Table 3.

Table 3. Changes in baseline variables after 12 months of biological therapy.

Biological therapy

Independent variable

Mepolizumab Benralizumab
ICS dose (ug/day)
Baseline, pso(p2s, P7s) 500 [500-1000] 1000 [500-1000]
Follow-up, pso(pa2s, p7s) 500 [250-1000] 500 [500-1000]
Change from baseline p=0.218 p =0.039
Bursts of OCS (Yes/No)
Baseline, n (%) 65 (73.9) 50 (87.7)
Follow-up, n (%) 40 (44.9) 23 (50.9)
Change from baseline p =0.032 p <0.001
Bursts of OCS per year
Baseline, pso(p2s, p7s) 2 [0-4] 2 [1-4]
FO”OW-Up, pso(pzs, p75) 0 [0—2] 1 [0—2]
Change from baseline p <0.001 p =0.001
Maintenance OCS (Yes/No)
Baseline, n (%) 6(6.7) 5(8.8)
Follow-up, n (%) 3(3.8) 8 (14)
Change from baseline p <0.001 p=0.377
Maintenance dose of OCS per year
Baseline, pso(p2s, P7s) 0 [0-0] 0[0-0]
Follow-up, pso(pa2s, P7s) 0 [0-0] 0 [0-0]
Change from baseline p =0.095 p=0.734
Patients with FEV1 > 80%
Baseline, n (%) 17 (28.3) 19 (33.3)
Follow-up, n (%) 20 (40) 25 (50)
Change from baseline p =0.058 p =0.366
FEV1 (%)
Baseline, mean (SD) 71.1+23.7 71.7+£22.3
Follow-up (SD) 81.4+18 83+24
Change from baseline p <0.001 p <0.001
ACT
Baseline, pso(p2s, p7s) 12.5[9-15.8] 13 [9.5-15.5]
Follow-up, pso(p2s, P7s) 22 [19-23] 22 [19-24]
Change from baseline p <0.001 p <0.001
Presence of exacerbations (Yes/No)
Baseline, n (%) 53(60.2) 26 (45.6)
Follow-up, n (%) 13 (14.6) 6 (10.5)
Change from baseline p =0.001 p <0.001

Exacerbations per year
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Baseline, pso(p2s, p7s) 1[0-2] 0[0-1]

FO”OW-Up, pso(pzs, p75) 0 [0—0] 0 [0—0]

Change from baseline p <0.001 p <0.001
Blood eosinophils (cells/uL)

Baseline, pso(pzs, P7s) 655 [330-905] 410 [230-570]

Follow-up, pso(p2s, P7s) 80 [40-120] 10 [10-10]

Change from baseline p <0.001 p <0.001
IgE (IU/mL)

Baseline, pso(p2s, p7s) 112.6 [30.3-279.8] 137.7 [50-758]

Follow-up, pso(p2s, P7s) 79 [34.9-204.1] 136 [51-147]

Change from baseline p =0.015 p =0.385

ICS: inhaled corticosteroids; OCS: oral corticosteroids; FEV1: maximum expiratory volume in the first
second of forced expiration; ACT: asthma control test; IgE: immunoglobulin E. ICS dose is expressed as
ug/day fluticasone equivalents. Qualitative variables are shown as numbers (percentage, %). Quantitative
variables with normal distribution are shown as mean + standard deviation (SD). Quantitative variables
with non-normal distribution are shown as pso (p2s—p7s).

2.2.2. Bursts of OCS per year and maintenance OCS

During the year prior to starting biological therapy, high use of bursts of OCS was recorded
among the patients in the study: 73.9% of the mepolizumab patients and 87.7% of those with
benralizumab needed one or more cycles of OCS. After a year with mepolizumab, use of bursts
of OCS had fallen significantly, by 38.5% (p < 0.032, Table 3, Figure 1), as had the median doses
received per year (p <0.001, Table 3, Figure 1). Patients being treated with benralizumab recorded
a significant reduction of 54% in the requirement for bursts of OCS and the median doses of bursts
of OCS per year also dropped significantly (p < 0.001, Table 3, Figure 1).

Prior to biologic therapy 6.7% of mepolizumab patients and 8.8% of benralizumab patients
required maintenance OCS. After one year of mepolizumab treatment the patients requiring
maintenance OCS was significantly reduced to 3.8% (p<0.001, Table 3, Image 1). In contrast,
maintenance OCS requirements in the benralizumab group of patients, after one year of
treatment, increased to 14% (p=0.734, Table 3, Figure 1). There were no significant changes in
maintenance OCS doses in either treatment group after one year.
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Figure 1. Clinical response to biological therapies: bursts of OCS and maintenance OCS. Patients with bursts

of oral corticosteroid requirements and maintenance OCS during the 12 months prior to starting
mepolizumab and benralizumab, and at the follow-up evaluation after 12 months of therapy.
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2.2.3. Lung function

Lung function showed a significant improvement after 12 months of biological therapy (Figure
2). In mepolizumab an increase of 10.3% was observed in mean FEV1 (p < 0.001, Table 3) and
11.4% in benralizumab (p < 0.001, Table 3). Conversely, there were no statistically significant
differences in the group of patients with FEV1 values greater than 80% for either of the two
biological therapies.
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Figure 2. Clinical response to biological therapies: lung function. Mean percentage of peak forced expiratory
volume in the first second of forced exhalation (FEV1) prior to biological therapy and after 12 months of
therapy.

2.2.4. Asthma control test (ACT)

The changes in asthma control test scores were statistically significant in all cases. The patients
showed an increase of 9.5 points after administration of mepolizumab (12.5 to 22; p <0.001, Table
3) and of 9 points with benralizumab (13 to 22; p <0.001, Table 3).

2.2.5. Frequency of severe exacerbations

The proportion of patients with exacerbations fell from 62.2% in the year prior to starting
biological therapy to 14.6% with mepolizumab (p = 0.001, Table 3, Figure 3) and from 45.6% to
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10.5% with benralizumab (p < 0.001, Table 3, Figure 3). A significant reduction occurred in the
median number of exacerbations for both treatment groups (p < 0.001, Table 3).

Figure 3. Clinical response to biological therapies: exacerbations. Patients with at least one exacerbation in
the 12 months prior to starting mepolizumab and benralizumab, and at follow-up evaluation after 12 months
of therapy.

2.2.6. Inflammatory markers

Both biological therapies were associated with significant reductions in the blood eosinophil
count (Figure 4). The median blood eosinophil count was reduced by 88% in the mepolizumab
group (p <0.001, Table 3) and by 98% in the benralizumab group (p<0.001, Table 3).
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Figure 4. Clinical response to biological therapies: blood eosinophils. Median eosinophils prior to biological
therapy and after 12 months of treatment.

2.3. Clinical effectiveness

2.3.1.  Clinical effectiveness of mepolizumab

After 12 months of treatment with mepolizumab, a reduction of 50% or more in OCS bursts was
achieved in 44.9% (40/89) of the patients and 22.5% (20/89) did not require cycles of OCS. 93.3%
(83/89) did not require maintenance OCS and 4.5% (4/89) achieved a reduction of 50% or more in
the maintenance dose. A total of 48.1% (38/79) of the patients responded satisfactorily, with an
increase of at least 10% in FEV1, and 67.9% (55/81) obtained FEV1 values higher than 80%. The
rate of exacerbations was reduced by at least 50% in 47.2% (42/89) of cases and 41.6% (37/89)
suffered no exacerbation during the follow-up period. The results are shown in Table 4.

Table 4. Clinical effectiveness of mepolizumab in patients with severe uncontrolled asthma.

Response definition n %
Bursts OCS reduction > 50%
Yes 40 449
No 29 32.6
No OCS 20 225
Bursts OCS reduction > 50% or absence
Yes 60 67.4
No 29 32.6

Maintenance OCS reduction > 50%
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Yes 4 4.5

No 2 2.2

No maintenance OCS 83 93.3

Maintenance OCS reduction > 50% or
absence
Yes 87 97.8
No 2 2.2
FEV1 increase > 10%
Yes 38 48.1
No 41 51.9
FEV1 increase > 10% or FEV1 > 80%

Yes 55 67.9

No 26 32.1

Exacerbation reduction > 50%

Yes 42 47.2

No 10 11.2

No exacerbations 37 41.6

Exacerbation reduction > 50% or absence

Yes 79 88.8

No 10 11.2

OCS: oral corticosteroids; FEV1: maximum expired volume in the first second of forced expiration.

2.3.2. Clinical effectiveness of benralizumab

Use of benralizumab for 12 months resulted in a reduction in OCS bursts of 50% or more in 50.9%
(29/57) of cases and 10.5% (6/57) did not need cycles of OCS. 85.9% (49/57) did not require
maintenance OCS and 5.3% (3/57) achieved a reduction of 50% or more in the maintenance dose.
FEV1 (%) increased by at least 10% in 52.1% (25/48) of the patients and 71.4% (35/49) achieved
values of more than 80%. The rate of exacerbations showed a reduction of at least 50% in 42.1%
(24/57) of the patients and 52.6% suffered no exacerbation requiring emergency department
treatment and/or hospitalization. The results are shown in Table 5.

Table 5. Clinical effectiveness of benralizumab in patients with severe uncontrolled asthma.

Response definition n %
Bursts OCS reduction > 50%
Yes 29 50.9
No 22 38.6
No OCS 6 10.5
Bursts OCS reduction > 50% or absence
Yes 35 61.4
No 22 38.6
Maintenance OCS reduction > 50%
Yes 3 5.3
No 5 8.8
No maintenance OCS 49 85.9
Maintenance OCS reduction > 50% or
absence
Yes 52 91.2
No 5 8.8
FEV1 increase > 10%
Yes 25 52.1
No 23 47.9
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FEV1 increase = 10% or FEV1 > 80%

Yes 35 71.4
No 14 28.6
Exacerbation reduction > 50%
Yes 24 42.1
No 3 5.3
No exacerbations 30 52.6
Exacerbation reduction = 50% or absence
Yes 54 94.7
No 3 5.3

OCS: oral corticosteroids; FEV1: maximum expired volume in the first second of forced expiration

24. Predictors of response at 12 months

2.4.1. Predictors of response at 12 months with mepolizumab

2.4.1.1. Response to reduction of oral corticosteroids bursts (OCS)

The bivariate analysis showed a satisfactory response associated with lower initial ICS values,
absence of OCS bursts during the year prior to mepolizumab, and lower number or absence of
exacerbations (the values are shown in detail in Table S1). After the multivariate analysis was
performed it was found that lower initial ICS values (OR = 0.99; 95% CI = 0.99-0.99) and fewer
exacerbations in the previous year (OR = 0.47; 95% CI = 0.33-0.70) were significantly associated
with a better therapeutic response. The results of the multivariate analysis are shown in Table 6.

Table 6. Predictors of response after 12 months of treatment with mepolizumab in patients with severe
uncontrolled asthma (multivariate analysis).

B Odds ratio p-value 95% CI
OCS bursts reduction predictors
ICS dose -0.0015 0.99 0.037 0.99-0.99
Exacerbation in previous year -0.6993 0.47 <0.001 0.33-0.70
Maintenance OCS reduction predictors
Maintenance OCS (mg/day) -0.3095 0.73 0.008 0.55-0.91
Lung function improvement predictors
SAHS (No) 2.6701 14.44 0.013 2.05-146.15
FEV1 -0.1127 0.89 <0.001 0.84-0.93
Exacerbation reduction predictors
Absence of exacerbations in the previous year -1.939 0.14 0.041 0.01-0.82

OCS: oral corticosteroids; ICS: inhaled corticosteroids; SAHS: sleep apnoea-hypopnoea syndrome; FEV1:
maximum expired volume in the first second of forced expiration; 95% CI: 95% confidence interval.

2.4.1.2. Response to reduction oral corticosteroid maintenance (OCS)

The bivariate analysis showed a satisfactory response associated with lower baseline OCS doses
of maintenance or absence of maintenance OCS, previous FEV1 values <80% and fewer
exacerbations in the previous year (values are shown in detail in table S2). Multivariate analysis
showed that lower doses of maintenance OCS indicated a better therapeutic response (OR=0.73;
95% CI=0.55-0.91; Table 6).

2.4.1.3. Response to improvement in lung function (FEV1)

In the bivariate analysis a greater improvement in lung function was found in patients who were
older at the start of biological therapy, with no SAHS and lower initial FEV1 values (the values
are shown in detail in Table S3). In the multivariate analysis a significant association was found
with the absence of SAHS (OR = 14.44; 95% CI = 2.05-146.15; Table 6) and lower initial FEV1
values (OR = 0.89; 95% CI = 0.84-0.93; Table 6).
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2.4.1.4. Response to reduction of exacerbations

In the bivariate analysis a greater reduction of exacerbations was associated with the absence of
exacerbations in the year prior to the biological therapy and patients who had not received
previous biological therapies (the values are shown in detail in Table S4). In the multivariate
analysis the response was greater in patients who had had no exacerbations in the year prior to
the biological therapy (OR = 0.14; 95% CI = 0.01-0.82; Table 6).

2.42. Predictors of response at 12 months with benralizumab

2.4.2.1. Response to reduction of oral corticosteroids bursts (OCS)

In the bivariate analysis a satisfactory reduction of bursts of OCS was related to absence of COPD,
fewer OCS bursts in the year prior to benralizumab and higher initial blood eosinophil levels. A
significant association was also found with the patient’s sex, specifically with women (the values
are shown in detail in Table S5). After the multivariate analysis was performed a significant
association was found with fewer OCS bursts during the year prior to biological therapy (OR =
0.74; 95% CI = 0.52-0.93), higher blood eosinophil levels (OR = 1.004; 95% CI = 1-1.01) and women
(OR = 5.20; 95% CI = 1.34-23.58). The results of the multivariate analysis are shown in detail in
Table 7.

Table 7. Predictors of response after 12 months of treatment with benralizumab in patients with severe
uncontrolled asthma (multivariate analysis).

B Odds ratio p-value 95% CI
OCS bursts reduction predictors
Bursts of OCS per year -0.3049 0.74 0.028 0.52-0.93
Eosinophils 0.0036 1.01 0.019 1.00-1.01
Sex (Female) 1.6486 5.20 0.002 1.34-23.58
Maintenance OCS reduction predictors
Bursts of OCS per year -0.3436 0.71 0.016 0.50-0.92
FEV1 -0.0649 0.94 0.05 0.87-0.99
Lung function improvement predictors
FEV1 -0.0453 0.96 0.007 0.92-0.98
Exacerbation reduction predictors
Tobacco consumption (Non-smoker) -1.939 2.89 0.011 1.89-4.30

OCS: oral corticosteroids; FEV1: maximum expired volume in the first second of forced expiration; 95% CI:
95% confidence interval.

2.4.2.2. Response to reduction oral corticosteroid maintenance (OCS).

In the bivariate analysis an association was found between successful response and lower OCS
bursts in the previous year, lower baseline FEV1 values and no maintenance OCS (values can be
found in detail in table S6). In multivariate analysis, lower baseline FEV1 values (OR=0.94; 95%
CI=0.87-0.99; Table 7) and fewer OCS bursts (OR=0.71; 95% CI=0.50-0.92; Table 7) were associated
as predictors of reduced maintenance OCS.

2.4.2.3. Response to lung function (FEV1)

In the bivariate and multivariate analysis an association was found between improvement of lung
function after 12 months of treatment with benralizumab and lower initial FEV1 values (OR =
0.96; 95% CI = 0.92-0.98; Table 7). The bivariate analysis values are shown in detail in Table S7.

2.4.2.4. Response to reduction of exacerbations

The bivariate analysis showed a statistically significant association between the reduction of
exacerbations and patients who were non-smokers (the values can be found in detail in Table S8).
In the multivariate analysis the association remained significant (OR = 2.89; 95% CI = 1.89-4.30;
Table 7).
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3. Discussion

Several RCTs have demonstrated that mepolizumab and benralizumab are safe and effective in
patients with severe uncontrolled asthma [35,38-41]. However, real-life data may differ from
those obtained from RCTs because of the emphasis on internal validity due to standardization
and control protocols that may compromise external validity and therefore extrapolation of
results. Real-life studies provide complementary information to RCTs, which supports clinical
decision driving to a better comprehension of the effectiveness of the drug in real clinical practice
conditions and to achieve a more personalized approach.

In the study we conducted we found that mepolizumab treatment in severe uncontrolled asthma
was very effective, significantly reducing OCS bursts per year, maintenance OCS, blood
eosinophil levels, IgE, and annual rate of exacerbations requiring emergency department
treatment and/or hospitalization. The reduction in IgE levels was significant, however, as
expected, it was not a biomarker of response for this anti-IL5 therapy. A significant improvement
in asthma control occurred, with increases in ACT questionnaire scores and FEV1. The MENSA
and MUSCA clinical trials showed a clinically significant reduction in exacerbation rates by 53%
and 58% (p<0.001), respectively [38,39]. In our study, annual bursts of OCS are a proxy for the
overall exacerbation rate and were significantly reduced by 38.5%. The rate of exacerbations
requiring emergency or hospitalization in the MENSA study were reduced by 61% and FEV1 was
significantly improved (p=0.03) [38]. The results of our study resemble these data, with a 74%
reduction in exacerbations requiring emergency or hospitalization and a significant improvement
in mean FEV1 of 10.3%. Real-life studies also reported improvements in lung function, asthma
control, reduced the usage of OCS bursts and maintenance OCS, and decreased eosinophil counts
and exacerbations [29,31,42-47]. Among these studies we found a systematic review by Israel E.
et al. (2021) reflecting similar results in both prospective and retrospective studies [42]. Consistent
with our results the retrospective studies included in the review showed significant reductions
of 54% to 94% (p<0.001 and p=0.0012, respectively) in OCS bursts; reductions of 55% (p<0.001) in
exacerbations requiring emergency or hospitalization. The 73% (p=0.004) and 83% (p values not
reported) showed reductions in the rate of exacerbations requiring hospitalization; 27% to 84%
had discontinued maintenance OCS and from 32% to 100% had reduced the initial maintenance
dose (p<0.001); lung function improved by 3% to 8% (p<0.05); reductions in blood eosinophilic
counts from 69% to 92% (p<0.05); and changes in ACT from 5 to 8 points [42]. However, there are
studies in which an improvement in lung function was not achieved, which may be due to the
difference in population, history of smoking or smaller sample size [45-47].

The markers significantly associated with the corticosteroid-saving effect were the absence of
exacerbations and lower ICS levels; the improvement in lung function was related to low initial
FEV1 percentages and absence of SAHS, and the absence of exacerbations during the year prior
to treatment was associated with a positive response to the reduction in exacerbations. Previous
studies relate high eosinophil levels to a greater treatment response with mepolizumab [48,49];
these studies are not comparable with our results since they evaluate the overall response to
treatment.

After 12 months of treatment with benralizumab, very promising results were reported, with
substantial reductions in OCS bursts, blood eosinophils and number of exacerbations requiring
emergency care or hospitalization. Moreover, lung function and ACT score experienced
significant improvements. The results presented are in accordance with the RCTs: ZONDA,
SIROCO and CALIMA. In our study, a significant reduction of exacerbations requiring
emergency or hospitalization of 77% was observed, while the SIROCCO and CALIMA studies
reflect reductions of 42% and 36% (p<0.001), respectively. Clearly, the reduction is greater in our
study, which may be due to the greater severity of the patients included in the randomized trials.
Our results reflect a 77% reduction in the rate of exacerbations, similar to the ZONDA study
where reductions of 70% (p<0.001) are reflected. Real-life studies in recent years are in line with
our investigation [50-53]. Among these studies, a recent systematic review and meta-analysis
conducted by Charles, D. et al. (2022), shows that benralizumab produces significant changes in
the annual rate of exacerbations and FEV1 percentage, significant improvement in asthma
symptoms measured by ACT and a decrease in blood eosinophilia [32].
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Benralizumab was associated with a greater OCS saving in women, patients with higher baseline
eosinophil levels and fewer OCS cycles during the previous year. As in the case of previous
biological therapies, the improvement in lung function was associated with lower initial FEV1
levels, and greater reduction in exacerbations with never-smoking patient profiles. The main real-
life study that reports response markers relates the absence of exacerbations and OCS to a
strongly eosinophilic phenotype and lesser severity of the disease [54]. These markers are
consistent with those obtained in our study for the absence or reduction of OCS after 12 months
of biologic therapy with benralizumab. However, the markers do not resemble those obtained in
our study for reduction of exacerbations and improvement in lung function. This may be because
these authors analysed total treatment response and did not distinguish between OCS reduction,
exacerbations reductions and lung function improvement as in our study.

It is worth emphasizing that we did not find statistically significant differences after 12 months
of treatment in the group of patients with FEV1 greater than 80% for any of the two biological
therapies, which suggests that they improve lung function, but that in most cases they do not
reach values higher than 80% of FEV1 after the first year of treatment.

The main limitation of this study, like all real-life investigations, is the lack of a placebo control
group. Its absence means that the magnitude of the results observed lacks the firmness of
comparison with a control group. In addition, it has limitations inherent to a retrospective data
collection, such as the lack of relevant values for some patients such as ACT and baseline
spirometry, the sample size and the impossibility of extending the study with other anti-IL5
therapies such as reslizumab, due to the lack of patients in the hospital with this treatment.
However, real-life studies contribute extensive knowledge of biological therapies and enable the
findings to be implemented in clinical practice.

4. Materials and Methods

We conducted a real-life retrospective observational cohort study.

4.1. Study population

This study included 172 patients over the age of 18 years of Caucasian origin diagnosed with SUA
according to the criteria of the Spanish Asthma Management Guidelines (GEMA 5.1), recruited
in the Respiratory Medicine Department of the Hospital Universitario Virgen de las Nieves in
Granada (Spain) between April 2014 and April 2022. Of the 172 patients, 103 were candidates for
mepolizumab and 69 for benralizumab (Figure 5). Of the 103 patients mepolizumab candidates
for inclusion in the study, the effectiveness of mepolizumab was finally evaluated in 89 (86.4%)
patients. A total of 8.7% (9/103) of the patients did not complete the 12 months of treatment with
mepolizumab, in 3.9% (4/103) one of the essential clinical variables was not evaluated and 1%
(1/103) had an adverse event. The response was evaluated in 57 (82.6%) patients out of the 69
candidates for participation in the benralizumab study. Of the latter, 15.9% (11/69) had not
completed 12 months of treatment when the data were collected and 1.4% (1/69) had no
evaluation for one of the essential variables for the study. The administration route of the drug
was subcutaneous: 100 mg de mepolizumab every 4 weeks and 30 mg of benralizumab every 4
weeks for the first 3 doses and subsequently every 8 weeks [55,56]. The remaining patients did
not meet the study’s evaluation criteria.
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Assessed for elegibility:
172 patients
103 candidates for 69 candidates for
Mepolizumab Benralizumab
Excluded for not completing treatment (n=9) Excluded for not completing treatment (n=11)
Excluded for data lacking (n=4) Excluded for data lacking (n=1)
Excluded for adverse event (n=1) Excluded for adverse event (n =0)

Analysed (n=89) Analysed (n=37)

Excluded from analysis (n=14) Excluded from analysis (n=12)

Figure 5. Patient eligibility criteria.

4.2. Socio-demographic and clinical variables

The socio-demographic variables included age, sex, body mass index (BMI), smoking status,
years with the disease, nasal polyps, previous respiratory disease, allergies, gastroesophageal
reflux disease (GERD), sleep apnoea-hypopnoea syndrome (SAHS), chronic obstructive
pulmonary disease (COPD), years with the treatment, treatment dose and change to another
monoclonal antibody therapy. Individuals were classified as non-smokers if they had never
smoked or had smoked fewer than 100 cigarettes in their lives, as former smokers if they had
smoked 100 or more cigarettes in their lives but did not currently smoke, and as current smokers.
For BMI, following WHO criteria, individuals were classified as underweight (BMI < 18.5),
healthy weight (18.5 < BMI < 24.9), overweight (25 < BMI < 29.9), obese (BMI >30) [57].

The clinical variables were collected according to the year before starting treatment with the
biological therapy and after completing the first year of treatment. They included ICS
maintenance doses expressed as fluticasone propionate pg equivalents, OCS bursts required in
the follow-up period and maintenance OCS doses expressed as mg prednisone equivalents [58],
blood eosinophil count, exacerbations requiring emergency department treatment and/or
hospitalization with OCS for at least 3 days, IgE, lung function as percentage forced expiratory
volume in the first second (%FEV1) and asthma control test (ACT) [59].

4.3. Statistical analysis

The quantitative variables were expressed as mean (+ standard deviation) for those that complied
with normality and as median and percentiles (25 and 75) for those that did not follow a normal
distribution. Normality was confirmed using the Kolmogorov-Smirnov test.

The clinical variables responsible for the response were compared before and after treatment
using the McNemar test for qualitative variables. For quantitative variables that complied with
normality we used the t test for paired data and the Mann-Whitney U test (Wilcoxon rank sum
test) for non-normal variables. The results were considered significant when the p value was less
than 0.05.

To evaluate the predictors of response at 12 months, the following were taken as response
variables: reduction of bursts of OCS per year, considering a reduction of at least 50% in the bursts
or absence of OCS bursts as a satisfactory response; reduction of maintenance OCS, considering
a reduction of at least 50% in the maintenance OCS or absence as a satisfactory response;
improvement of lung function, considering those that achieved an increase of at least 10% in FEV1
after 12 months’ treatment as responsive; and reduction of exacerbations per year requiring
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emergency department treatment and/or hospitalization, taking a reduction of at least 50% or
absence of exacerbations as a satisfactory response. The bivariate analysis between the response
and socio-demographic and clinical variables was performed using Pearson’s chi-squared test or
applying Fisher’s exact test for the qualitative variables. For the quantitative variables, Student’s
t-test was applied to the variables that complied with normality. The Mann—-Whitney U test was
applied for non-normal variables. A multivariate (logistic regression) analysis was used to
calculate the adjusted odds ratio (OR) and the 95% confidence interval (CI) for the possible
prognostic factors of response to OCS bursts, maintenance OCS, lung function and exacerbations.
All the variables that were significant in the bivariate analysis were included in the model for the
multivariate analysis. In the multivariate analysis, all variables that were not significant were
eliminated, thus obtaining the final model for each type of response. All the tests were 2-sided,
with a probability of 0.05 or less considered statistically significant and were performed with the
R 4.2.0 free software.

5. Conclusions

The efficacy and safety of biological therapies have been extensively studied and demonstrated
in controlled clinical trials, but the results reported by this real-life study are very promising. We
show how mepolizumab and benralizumab significantly improve lung function and reduce
and/or prevent the presence of exacerbations and the use of oral corticosteroids in a large
proportion of patients. Moreover, the search for predictive factors of response to biological
therapies in real life may provide information for decisions on their clinical management. We can
therefore conclude that the biological therapies studied have had a great impact on the quality of
life of patients with severe uncontrolled asthma and the associated healthcare burden.

Supplementary Materials: Table S1: Predictors of oral corticosteroid reduction at 12 months of
mepolizumab treatment in patients with severe uncontrolled asthma (bivariate analysis); Table S2:
Predictors of reduction in maintenance oral corticosteroids at 12 months of mepolizumab treatment in
patients with severe uncontrolled asthma (bivariate analysis); Table S3: Predictors of lung function
improvement at 12 months of mepolizumab treatment in patients with severe uncontrolled asthma
(bivariate analysis); Table S4: Predictors of exacerbation reduction at 12 months of mepolizumab treatment
in patients with severe uncontrolled asthma (bivariate analysis); Table S5: Predictors of oral corticosteroid
reduction at 12 months of benralizumab treatment in patients with severe uncontrolled asthma (bivariate
analysis); Table S6: Predictors of reduction in maintenance oral corticosteroids at 12 months of benralizumab
treatment in patients with severe uncontrolled asthma (bivariate analysis); Table S7: Predictors of lung
function improvement at 12 months of benralizumab treatment in patients with severe uncontrolled asthma
(bivariate analysis); Table S8: Predictors of exacerbation reduction at 12 months of benralizumab treatment
in patients with severe uncontrolled asthma (bivariate analysis).
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Abstract: Omalizumab is a monoclonal antibody indicated for the treatment of severe uncontrolled asthma
with an allergic phenotype. Its effectiveness could be influenced by clinical variables and single nucleotide
polymorphisms (SNPs) in one or more of the genes involved in the mechanism of action and process of
response to omalizumab, and these could be used as predictive biomarkers of response. We conducted an
observational retrospective cohort study that included patients with severe uncontrolled allergic asthma
being treated with omalizumab in a tertiary hospital. Polymorphisms in the FCER1A (rs2251746, rs2427837),
FCERIB (rs1441586, rs573790, rs1054485, rs569108), C3 (rs2230199), FCGR2A (rs1801274), FCGR2B
(rs3219018, rs1050501), FCGR3A (rs10127939, rs396991), IL1RL1 (rs1420101, rs17026974, rs1921622), and
GATA2 (rs4857855) genes were analyzed by real-time polymerase chain reaction (PCR) using Taqman
probes. A total of 110 patients under treatment with omalizumab were recruited. After 12 months of
treatment the variables associated with a reduction in exacerbations were absence of polyposis (odds ratio
[OR] = 4.22; 95% confidence interval [CI] = 0.95-19.63), ILIRL1 rs17026974-AG (OR = 19.07; 95% CI = 1.27-
547), and IL1RL1 rs17026974-GG (OR =16.76; 95% CI = 1.22-438.76). Reduction in oral corticosteroids (OCS)
was associated with age of starting omalizumab treatment (OR = 0.95; 95% CI = 0.91-0.99) and blood
eosinophil levels > 300 cells/ul (OR =2.93; 95% CI=1.01-9.29). Improved lung function showed a relationship
to absence of chronic obstructive pulmonary disease (COPD) (OR = 12.16; 95% CI = 2.45-79.49), FCGR2B
rs3219018-C (OR = 8.6; 95% CI = 1.12-117.15), GATA?2 rs4857855-T (OR = 15.98; 95% CI = 1.52-519.57) and
FCGR2A r51801274-G (OR = 13.75; 95% CI = 2.14-142.68; AG vs AA and OR =7.46; 95% CI = 0.94-89.12; GG
vs AA). Meeting 1 response criterion was related to FCER1A rs2251746-TT (OR = 24; 95% CI = 0.77-804.57),
meeting 2 to age of asthma diagnosis (OR = 0.93; 95% CI = 0.88-0.99), and meeting 3 to body mass index
(BMI) < 25 (OR = 14.23; 95% CI = 3.31-100.77) and C3 rs2230199-C (OR = 3; 95% CI = 1.01-9.92). The results
of this study show the possible influence of the polymorphisms studied on the response to omalizumab and
the clinical benefit that could be obtained by defining predictive biomarkers of treatment response.

Keywords: severe uncontrolled asthma; omalizumab; effectiveness, polymorphisms.

1. Introduction

Asthma is a chronic inflammatory disease involving bronchial hyperreactivity and variable,
totally or partially reversible obstruction of airflow, which may give rise to episodes of dyspnea,
wheezing, and exacerbations or attacks [1]. Asthma is a problem of worldwide significance, being
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one of the most serious medical conditions affecting all age groups. World Health Organization
(WHO) estimates reveal that 235 million people are affected by this disease and nearly 2.5 million
die every year [2].

Asthma is one of the most important pulmonary diseases, as it entails a significant global burden
on healthcare systems and on society, owing to the high costs it generates and the loss of quality
of life and work productivity of patients suffering from the moderate to severe disease [3].

The main challenge for asthma treatment lies in its diversity, which is mediated to some degree
by environmental and genetic factors. Given the complexity of the disease and the difficulty of
controlling it, the most promising options have emerged in the last decade with the development
of biological therapies as an alternative and/or supplement to treatment, specifically monoclonal
antibodies, which treat the underlying inflammation by blocking selected targets [4].
Omalizumab (marketed as Xolair) is a humanized monoclonal antibody (IgG1 kappa) that binds
selectively to immunoglobulin E (IgE) and is indicated for the treatment of severe allergic asthma
[5]. The molecular structure of IgE includes two variable fragments (Fab) which interact with
specific antigens, and a constant region (Fc) that binds to IgE receptors. The IgE molecule is
composed of two identical light chains, which have a variable and a constant part, paired with
two identical heavy chains, with a variable portion consisting of a unique domain and a constant
fragment that includes four domains (Cel, Ce2, Ce3, Ce4) [6]. In allergic asthma the pathogenic
role of IgE depends on it binding, through the Ce3 domains, to high-affinity (FceRI) and low-
affinity (FceRII/CD23) receptors expressed by many cells. Omalizumab binds selectively to the
Ce3 domains, which include the binding sites both for FceRI and for FceRII/CD23, so that it
prevents IgE from binding to the high- and low-affinity receptors [6]. Consequently, omalizumab
inhibits all the cellular processes dependent on the interaction of IgE with its receptors: mast cell
degranulation, basophil expression of high-affinity IgE receptors, eosinophil survival,
presentation of antigens to T cells, and IgE synthesis [7,8].

The function of the Fc region of immunoglobulin G (IgG) is to improve the pharmacokinetics of
the drug, increasing its stability and prolonging its half-life [9]. The Fc region of IgG1 binds
selectively to the Fc-gamma receptors (FcyR), which are integral membrane glycoproteins that
exhibit complex activation or inhibitory effects on antibody cell functions after aggregation by
IgG [10,11]. There are various types of FcyR: FcyRI (CD64), FcyRII (CD32), and FcyRIII (CD16),
in which the affinity for the Fc region of IgG can vary, modifying the response to biological
therapies (BTs) [10]. The affinity of these receptors for the Fc region of IgG1 of omalizumab could
vary due to structural changes in the extracellular domain of the receptors, interfering with the
therapeutic response.

The interleukin 1 receptor like 1 gene (IL1RL1) has been considered in numerous genome-wide
association studies (GWASs) as a gene for asthma susceptibility, response to inhaled
corticosteroids (ICS), and significant increase in serum IgE [12-16], and could affect the response
to omalizumab.

GATA-binding factor 2 (GATA2), a member of the GATA family of transcription factors, plays
an essential role in the differentiation of mast cells. These present FceRI on the cell surface, which
binds selectively to IgE, triggering the allergic reaction [17]. GATAZ2 binds to the promoter region
of FCER1A (which encodes FceRla) and to the promoter of FCER1B (which encodes FceRIf),
regulating FceRI expression and IgE-mediated degranulation activity [18].

Within this conceptual framework, the objective of this study was to assess the participation of
SNPs in some of the genes involved in the mechanism of action and the process of response to
omalizumab (FCERI, FCGR, C3, IL1IRL1, GATA2), with the aim of obtaining predictive
biomarkers of response to this biological therapy..

2. Results

2.1 Characteristics of the Patients

A total of 74 patients treated with omalizumab were included. The clinical and socio-
demographic data are shown in Table 1. The mean age of all the patients was 46.89 + 16.74 years,
and 65.33% (48/74) were women. A total of 76.71% (56/74) had a BMI greater than 25, 21.33%
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(16/74) were ex-smokers, and 4% (3/74) were active smokers. During the year before starting
omalizumab the median number of ICS doses was 500 (250,1000), 74.67% (56/74) had received at
least one course of OCS, 59.15% (56/74) had %FEV1 of less than 80%, 64% (48/74) had suffered at
least one exacerbation requiring emergency department treatment and/or hospitalization, and
median blood IgE was 359 (151,980) IU/mL. The remaining socio-demographic and clinical

variables are described in Table 1.

Table 1. Socio-demographic and clinical characteristics of patients treated with omalizumab.

Mean = SD/
N 0/0
p50 (p25, p75)
Sex
Women 48 65.33
Men 26 34.67
Age of starting BT (years) 74 46.89 + 16.74
Years with asthma 74 8 (5,14)
BMI (kg/m?2)
<25 17 23.29
>25 56 76.71
Previous respiratory disease
Yes 19 25.33
No 55 79.67
Smoking status
Non-smoker 56 74.67
Active smoker 3 4
Ex-smoker 16 21.33
Polyposis
Yes 18 24
No 56 76
Allergies
Yes 58 77.3
No 16 22.67
GERD
Yes 14 18.67
No 61 81.33
SAHS
Yes 24 32
No 51 68
COPD
Yes 20 22.67
No 55 77.33
Age of diagnosis (years) 74 43 (34,54)
<18 10 13.33
>18 65 88.67
ICS (ug/day) 74 500 (250,1000)
OCS courses in previous
year
Yes 56 74.67
No 19 25.33
Baseline %FEV1
<80 42 59.15
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>80 29 40.85
Exacerbations in previous
year
Yes 48 64
No 27 36
Baseline blood eosinophils
(cells/uL)
<300 37 54.41
>300 31 45.59
Baseline IgE (IU/mL) 65 359 (151,980)
Years with omalizumab
<5 52 69.33
>5 23 30.67
Change of BT
Yes 37 49.33
No 38 50.67

BMI: body mass index; GERD: gastroesophageal reflux disease; SAHS: sleep apnoea-hypopnoea syndrome;
COPD: chronic obstructive pulmonary disease; ICS: inhaled corticosteroids; OCS: oral corticosteroids;
%FEV1: percentage forced expiratory volume in the first second; IgE: immunoglobulin E; BT: biological
therapy. Qualitative variables are shown as numbers (percentage, %). Quantitative variables with normal
distribution are shown as mean * standard deviation (SD). Quantitative variables with non-normal
distribution are shown as p50 (p25-p75).

2.2 Clinical Effectiveness of Omalizumab

The effectiveness of omalizumab was evaluated 12 months after starting omalizumab treatment.
After 12 months 95.95% (71/74) showed a satisfactory response in respect of at least one criterion,
85.15% (63/74) in respect of at least two criteria, and 45.59% (31/74) in respect of all three response
criteria. Furthermore, 86.49% (64/74) responded satisfactorily with respect to reduction in
exacerbations, 76.47% (52/74) with respect to improvement in lung function, and 66.22% (49/74)
with respect to reduction in OCS (Table 2).

Table 2. Clinical effectiveness of omalizumab in patients with severe uncontrolled asthma and
allergic phenotype.

Response variable N %

Responsive for 1 criterion

Yes 71 95.95

No 3 4.05
Responsive for 2 criteria

Yes 63 85.15

No 11 14.86
Responsive for 3 criteria

Yes 31 45.59

No 37 54.41
Reduction in OCS > 50%

Yes 49 66.22

No 25 33.78

Reduction in exacerbations > 50%
Yes 64 86.49
No 10 13.51
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Increase in %FEV1 >10% or %FEV1 >

80%
Yes 52 76.47
No 16 23.53

OCS: oral corticosteroids; %FEV1: maximum percentage expiratory volume in the first second of forced
exhalation.

2.3 Distribution of the Genotypes Analyzed

The observed genotype frequencies coincided with the expected values according to the Hardy-
Weinberg equilibrium (HWE) model, except for IL1RL1 rs1921622 (p = 0.010, Table S.1). No
statistical differences from those described in Iberian populations were found for this variant
(IL1RL1 rs1921622 A allele: 0.649 vs 0.477; p = 0.806) [19]. The D’ and r2 LD values are shown in
Table 52, and Figure 1 shows the LD graph. The following pairs of polymorphisms were in strong
linkage disequilibrium: IL1RL1 rs17026974/rs1420101 (D" = 0.94), IL1RL1 rs1420101/rs1921622 (D’
= 0.84), FCER1B rs573790/rs1441586 (D’ = 0.95) and FCER1A rs2427837/rs2251746 (D’ = 1) (Table
52, Figure 1). All the polymorphisms showed a minor allele frequency (MAF) of more than 1%,
and therefore none of them was excluded for analysis (Table S3). The estimated haplotype
frequencies are presented in Tables 54, S5, 56, S7, S8 and S9.

Figure 1. Linkage desequilibrium (LD).
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24.1  Predictors of Response for Exacerbation Reduction

In the bivariate analysis, the variables associated with a satisfactory response in respect of
reduction in exacerbations were the absence of polyposis (OR = 3.92; 95% CI = 0.96-16.19; p =
0.042) and SAHS (OR = 4.15; 95% CI = 1.06-17.97; p = 0.034) (Table S10). With regard to the
pharmacogenetic variables, an association was found between satisfactory response and the
FCER1B rs573790-T allele (OR = 3.92; 95% CI = 0.96-16.19; p = 0.042), the C3 rs2230199-C allele
(OR =3.92; 95% CI = 0.96-16.19; p = 0.042), and the IL1RL1 rs17026974-G allele for the genotypic
and recessive models (OR = 16.67; 95% CI = 1.25-433.96; p = 0.06; AG vs AA, OR =15.2;95% CI =
1.25-365.47; p = 0.06; GG vs AA, and OR = 15.75; 95% CI = 1.36-362.71; p = 0.046; G vs AA) (Table
S11).

The multivariate analysis showed that the independent variables associated with satisfactory
response for reduction in exacerbations after 12 months of omalizumab treatment were absence
of polyposis (OR = 4.22; 95% CI = 0.95-19.63), the IL1RL1 rs17026974-AG genotype (OR = 19.07;
95% CI = 1.27-547; AG vs AA), and the IL1RL1 rs17026974-GG genotype (OR = 16.76; 95% CI =
1.22-438.76; GG vs AA) (Table 3).

2.4.2  Predictors of Response for OCS Reduction

In the bivariate analysis, the variables associated with a satisfactory response in respect of
reduction in OCS were age of starting omalizumab treatment (OR = 0.96; 95% CI = 0.93-1; p =
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0.039), patients with BMI < 25 (OR = 9.6e8; 95% CI = 5.7e-35-NA; p < 0.001), age of asthma
diagnosis (OR = 0.96; 95% CI = 0.92-0.99; p = 0.016), and %FEV1 values of >80% and blood
eosinophils of >300 cells/uL during the year prior to receiving omalizumab (OR = 2.88; 95% CI =
1.01-9.11; p = 0.052 and OR = 2.57; 95% CI = 0.93-7.54; p = 0.071 respectively) (Table S12). No
association was found between satisfactory response and any of the genetic variants (Table S13).
The multivariate analysis revealed that the independent variables associated with a satisfactory
response in respect of reduction in OCS after 12 months of omalizumab treatment were age of
starting omalizumab (OR = 0.95; 95% CI = 0.0.91-0.99) and blood eosinophil levels > 300 cell/uL
(OR =2.93;95% CI=1.01-9.29) (Table 3).

2.4.3 Predictors of Response for Lung Function Improvement

In the bivariate analysis, the variable associated with a satisfactory response in respect of
improvement in lung function were age of starting omalizumab (OR = 0.94; 95% CI = 0.9-0.98; p
=0.018), BMI <25 (OR =5.68; 95% CI =1-107.39; p = 0.076), absence of previous respiratory disease
(OR = 6.14; 95% CI = 1.85-21.81; p = 0.002), absence of COPD (OR = 15.43; 95% CI = 3.98-71.29; p
<0.001), and age of asthma diagnosis (OR = 0.95; 95% CI = 0.91-0.99; p = 0.019) (Table S14). As
regards the pharmacogenetic variables, an association and/or tendency was found between
satisfactory response and the FCGR2A rs1801274-G allele for the genotypic and recessive models
(OR=5.25; 95% CI=1.42-22.64; p = 0.052; AG vs AA, OR =3; 95% CI=0.7-16.13; p = 0.052; GG vs
AA, and OR =4.29; 95% CI = 1.33-14.49; p = 0.012; G vs AA), the FCGR2B rs3219018-C allele (OR
=4.37; 95% CI = 1.07-29.76; p = 0.052), the FCGR3A rs396991-C allele (OR = 4.22; 95% CI = 1.18-
17.63; p=0.072; CA vs AA y OR=1.13; 95% CI = 0.23-6.35; p = 0.072; CC vs AA) and the GATA2
rs4857855-T allele (OR = 6.08; 95% CI =1.07-114.8; p = 0.062) (Table S15).

The multivariate analysis showed that the independent variables associated with a satisfactory
response in respect of improvement in lung function after 12 months of treatment with
omalizumab were the absence of COPD (OR =12.16; 95% CI =2.45-79.49), the FCGR2B rs3219018-
C allele (OR =8.6; 95% CI =1.12-117.15), the GATA2 rs4857855-T allele (OR = 15.98; 95% CI=1.52-
519.57), and the FCGR2A rs1801274-G allele for the genotypic model (OR =13.75; 95% CI = 2.14-
142.68; AG vs AA, and OR =7.46; 95% CI =0.94-89.12; GG vs AA respectively) (Table 3).

2.4.4 Predictors of Meeting at Least 1 Response Criterion

In the bivariate analysis, the variables associated with meeting at least one response criterion
satisfactorily were age of starting omalizumab (OR = 0.87; 95% CI = 0.73-0.98; p = 0.061), absence
of GERD (OR = 6.3e8; 95% CI = 1.18e-212-NA; p = 0.006), and age of asthma diagnosis (OR = 0.86;
95% CI = 0.72-0.97; p = 0.036) (Table S16). With regard to the pharmacogenetic variables, a
tendency was found between a satisfactory response and the FCER1A rs2251746-T allele for the
genotypic and recessive models (OR = 10.5; 95% CI = 0.33-356.19; p = 0.088; CT vs CC, OR = 24;
95% CI = 0.77-804.57; p = 0.088; TT vs CC, and OR = 17.25; 95% CI = 0.65-291.88; p = 0.008; G vs
AA) (Table S17).

In the multivariate analysis, the independent variable that maintained an association with
meeting at least 1 response criterion satisfactorily after 12 months of omalizumab treatment was
the FCER1A rs2251746-TT genotype (OR = 24; 95% CI = 0.77-804.57) (Table 3).

2.45 Predictors of Meeting at Least 2 Response Criteria.

In the bivariate analysis, the variables associated with meeting at least 2 response criteria
satisfactorily were age of starting omalizumab (OR = 0.94; 95% CI =0.88-0.99; p = 0.026), BMI < 25
(OR = 2.8e6; 95% CI = 9.88e-46—-NA; p = 0.045) and age of asthma diagnosis (OR = 0.93; 95% CI =
0.88-0.99; p = 0.018) (Table S18). Regarding the pharmacogenetic variables, an association was
found between a satisfactory response and the GATAZ2 rs4857855-T allele (OR = 7.8e7; 95% CI =
1.18e-74-NA; p =0.35; T vs CC) (Table S19).

In the multivariate analysis, the independent variable that maintained an association with
meeting at least 2 criteria satisfactorily after 12 months of omalizumab treatment was age of
asthma diagnosis (OR = 0.93; 95% CI = 0.88-0.99) (Table 3).
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2.4.6  Predictors of Meeting All 3 Criteria.

In the bivariate analysis, the variables associated with meeting the 3 response criteria were age of
starting omalizumab (OR =0.96; 95% CI=0.92-0.99; p =0.01), BMI < 25 (OR =13.38; 95% CI =3.23-
92.3; p <0.001), absence of previous respiratory disease (OR =4.11; 95% CI = 1.27-16.1; p = 0.02),
absence of polyposis (OR =5.05; 95% CI =1.43-23.94; p = 0.014), absence of GERD (OR = 3.46; 95%
CI = 0.9416.67; p = 0.069), absence of SAHS (OR = 5.74; 95% CI = 1.8-22.36; p = 0.003), absence of
COPD (OR =5.05; 95% CI = 1.43-23.98; p = 0.014), age of asthma diagnosis (OR = 0.953; 95% CI =
0.92-0.98; p =0.006), and previous %FEV1 <80% (OR = 3.43; 95% CI = 1.24-10.06; p = 0.069) (Table
520). With regard to the pharmacogenetic variables, an association was found between
satisfactory response and the C3 rs2230199-C allele for the dominant model (OR =2.91; 95% CI =
1.06-8.43; p = 0.039; C vs GG) and a tendency for the genotypic model (OR =1.75; 95% CI = 0.07-
43.31; p=0.077; CC vs GG and OR = 3.06; 95% CI =1.07-9.22; p = 0.077; CG vs GG) (Table S21).
The multivariate analysis revealed that the independent variables associated with a satisfactory
response for all 3 criteria after 12 months of omalizumab treatment were BMI < 25 (OR = 14.23;
95% CI =3.31-100.77) and the C3 rs2230199-C allele (OR = 3; 95% CI =1.01-9.92) (Table 3).

Table 3. Predictors of response after 12 months of omalizumab treatment in patients with severe
uncontrolled asthma (multivariate analysis).

\ OR (95% CI) | p-value
Response in respect of exacerbation reduction
Polyposis (No) 4.22 (0.95-19.63) 0.050
IL1RL1 rs17026974 (AG vs AA) 19.07 (1.27-547) 0.040
ILIRL1 rs17026974 (GG vs AA) 16.76 (1.22-438.76) 0.041
Response in respect of reduction of OCS
Eosinophils (>300 cll/ul) 2.93 (1.01-9.29) 0.055
Age of starting omalizumab 0.95 (0.91-0.99) 0.032
Response in respect of improved lung function
COPD (No) 12.16 (2.45-79.49) 0.004
GATA2 rs4857855 (T vs CC) 15.98 (1.52-519.57) 0.052
FCGR2A rs1801274 (AG vs AA) 13.75 (2.14-142.68) 0.012
FCGR2A rs1801274 (GG vs AA) 7.46 (0.94-89.12) 0.076
FCGR2B rs3219018 (C vs GG) 8.6 (1.12-117.15) 0.052
Meeting at least 1 criterion
FCERI1A rs2251746 (TT vs CC) | 24(077-80457) |  0.045
Meeting at least 2 criteria
Age of diagnosis | 093(088-099) | 0018
Meeting all 3 criteria
BMI (<25) 14.23 (3.31-100.77) 0.001
C3 rs2230199 (C vs GG) 3(1.01-9.92) 0.063

OR: odds ratio; 95% CI: 95% confidence interval.

3 Discussion

The response in patients diagnosed with severe uncontrolled asthma with an allergic phenotype
is variable [20-23]. The search for predictive biomarkers of a predisposition to asthma,
exacerbations, and response to treatment with ICS or short-action [32-adrenergic receptor agonists
(SABAs) is the main objective of numerous research studies carried out in the past few years.
Omalizumab has already proved its effectiveness in reducing symptoms and the use of rescue
medication, as well as improving patients’ quality of life, in many controlled randomized clinical
trials [24-35] and real-life studies [6,36—40]. Various authors endorse the major genetic
contribution to predisposition to asthma, with estimates of up to 74% in adults and 90% in
children [41-46]. There have also been studies of the role of pharmacogenetics in the response to




Tesis doctoral Susana Rojo Tolosa : PUBLICACIONES

treatment with inhaled SABAs [47] and ICS [48-50]. However, there are no studies that report
genetic biomarkers associated with the response to BTs, such as omalizumab, in asthmatic
patients. For this purpose, we need to evaluate the effectiveness of treatments in different
populations and find the biomarkers that determine that effectiveness. In our study, after 12
months of treatment with omalizumab the highest proportion of responders consisted of those
who showed a satisfactory improvement in at least one of the response criteria (95.6%), followed
by those who obtained a reduction of 50% or more in the rate of exacerbations (86.5%), those who
met at least two response criteria (85.1%), those who obtained an improvement of 10% or more
in %FEV1 or %FEV1 of 80% or more (76.5%), those who had a reduction of 50% or more in OCS
(66.2%), and those who met all three response criteria (45.6%). A study was carried out by Casale
et al. in 806 patients (United States) with asthma, and it showed that after 12 months of treatment
with omalizumab, 77.8% responded with an exacerbation reduction of 50% or more, in line with
our results, 35.9% with an improvement of 10% or more in FEV1, somewhat lower than that
obtained in our study, and 64.7% improved their Asthma Control Test (ACT) score, a variable
that we could not use owing to the lack of prior data. In agreement with our result, they found
that 86.9% met at least one of the response criteria [51]. In our study the response biomarkers
found were older age of starting BT and of diagnosis of the disease, associated with a lower
probability of response in improvement of lung function, and absence of previous pulmonary
disease and BMI of less than 25, with a higher probability of pulmonary improvement. Prior
%FEV1 values greater than 80%, a blood eosinophil count of >300 cells/mL, and BMI results of
<25 were related to a higher probability of reduction in courses of OCS; absence of polyposis and
GERD, with a better response for reduction of exacerbations requiring emergency treatment.
Several authors report, in line with our results, that eosinophil levels of >300 cells/mL mean a
better response to omalizumab and fewer exacerbations, consequently involving a reduction in
courses of OCS [52-54]. Casale et al. found a relationship between improvement in lung function
and a high eosinophil level (p = 0.011) and a higher risk of exacerbations if they had been present
the previous year (OR =2.19; 95%CI = 1.55-3.08; p < 0.001); however, they did not seek biomarkers
associated with the OCS-saving effect [51]. Other authors who assessed the overall response
found a relationship between high IgE and blood eosinophil values and lower %FEV1 levels with
a greater response to omalizumab [37,39,40,55].

Among the results reported to date, several biomarkers have been identified as possible
predictors of response to omalizumab. Pharmacogenetics could be the perfect complementary
tool to take maximum advantage of the information we already have and bring us closer to
achieving personalized medicine, which could optimize treatment of patients by enabling us to
know in advance the response/toxicity that they could present. Polymorphisms in some of the
genes involved in the mechanism of action of omalizumab, such as FCER1, C3, ILIRL1 and
GATA2, could play a part as a supplement to these response biomarkers. So far, no study has
investigated the participation of these SNPs or others in the therapeutic response to omalizumab.
The gene that codes for the high-affinity IgE receptor alpha chain (FCER1A) is located on
chromosome 1g23. This gene has two SNPs, rs2251746 (T>C) and rs2427837 (C>T), that have been
extensively studied because of their association with high serum IgE levels [56-58]. In our study
we found that for the FCER1A rs2251746 SNP, carriers of the CT and TT genotypes and of the T
allele showed a higher probability of meeting at least one response criterion than those with the
CC genotype. Its association with omalizumab response has not been studied before, but En-Chih
Liao et al. related the CT and TT genotypes of the rs2251746 SNP with higher levels of total IgE,
specific IgE, and IgE-secretion B cells (p <0.001) [56]. These results are endorsed by other authors
[57,58]. The association of this SNP with a genetic predisposition to higher IgE levels and with a
greater response to omalizumab is in line with the biomarkers previously reported [37]. No
associations were found between these SNPs and any of the other responses evaluated.

The beta subunit of the high-affinity immunoglobulin epsilon receptor is a protein encoded in
humans by the FCER1B gene (also known as MS4A2), which is located on the 11q12-13
chromosome. This gene includes the rs1441586 (T>C), rs573790 (T>C), rs1054485 (T>G), and
rs569108 (A>G) SNPs, common in asthmatic pathology and atopy and related to high IgE levels
[59-63]. In our study we only found a significant association between the FCER1B rs573790-CC
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genotype and a higher probability of response in respect of a reduction in exacerbations
compared to the T allele. There have been no reports of studies of an association of this SNP with
response to omalizumab, but the presence of the rs573790-CC genotype has been reported in
patients with aspirin-exacerbated respiratory disease (AERD) and asthma [64].

The C3 rs2230199 (G>C) polymorphism produces a change from arginine to glycine
(p-Argl02Gly), giving rise to a missense variant that partially alters the functionality of
complement in asthma [65]. In our study we found an association between the C3 rs2230199-C
allele and a higher probability of response in respect of reduction of exacerbations with the use
of omalizumab. The C3 rs2230199-CC and CG genotypes were also linked to a greater
predisposition to meeting all three criteria. The relationship of this SNP to the response to
omalizumab has not been studied before, but there are authors that associate changes in the
gene’s functionality with alterations in interleukin-4 (IL4) production and specific IgE and IgG
responses [65], which leads us to think that if the functionality of the gene is altered, the binding
of omalizumab to IgE could also be altered.

In the FcyR receptors, there have been studies of SNPs in the FCGR2A, FCGR2B, and FCGR3A
genes, located on chromosome 1g23.3, that could affect the stability of the bond in the Fc region.
Our results only reported significant associations of SNPs in these genes to the response of
improvement in lung function. The FCGR2A rs1801274-G, FCGR2B rs3219018-C, and FCGR3A
rs396991-C alleles were those that were linked to a greater response. The FCGR2A rs1801274
(A>G) SNP gives rise to a replacement of histidine (His) by arginine (Arg) (His131Arg) [66,67].
Previous studies on other diseases have shown that FCGR2A with His instead of Arg at position
131 resulted in a higher affinity for IgG1 [68], which may explain the association of the G allele
with response. The FcyRIIb receptor is an inhibitory IgG receptor, whose SNPs have been
correlated with negative regulation of FcyRIlIbin in B cells and positive regulation of IgG antibody
responses [69,70]. This could explain the association of the C allele of the FCGR2B rs3219018
(G>C) SNP with a better response, corresponding in this case to positive regulation of IgG. The
FCGR3A 15396991 (A>C) SNP produces a replacement of phenylalanine (Phe) by valine (Val)
(Phel58Val). Previous studies with other BTs show that the low-affinity variant FCGR3A-
p-158Phe is associated with lesser clearance of the BT and consequently with a better therapeutic
response [68].

The IL1RL1 gene is on chromosome 2ql2. Previous studies indicate that the SNPs studied
(rs1420101, rs17026974, rs1921622) could act as promoters of type 2 inflammatory response in the
airways, with higher serum IgE counts, high eosinophilia, and lesser FEV1 reversibility; however,
their relationship to BT response has not been studied [12,13,71]. In our study a positive
association was only found between the IL1RL1 1s17026974-G allele and reduction of
exacerbations.

The GATA2 gene is located on chromosome 3q21. Our results report a significant association of
the GATA2 rs4857855-T allele with improvement in lung function and meeting at least two
parameters. Previous research underlines the important role of GATA2 in the development of
hematopoietic cells and Th2 cells, associating this SNP with high eosinophil counts [13,72], but
its role in the response to BTs has not been studied.

The main limitation of this study was the sample size, which may be responsible for the absence
of a statistically significant association between some of the genetic variables and the types of
response analyzed. To ensure the uniformity and reliability of the variables collected, all the
patients were recruited from the same hospital cohort, with the same procedures and through the
same staff. Another inherent limitation of a retrospective study is the lack of some clinical data of
interest for some of the patients. Nevertheless, the effects observed were clear, although studies
are required to assess the prognostic value of these polymorphisms in larger cohorts.

4 Material and methods

4.1 Study Design

We conducted an observational retrospective cohort study.
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4.2 Study Population

This study included 110 patients aged over 18 years and of Caucasian origin diagnosed with
severe uncontrolled asthma according to the criteria of the Spanish Asthma Management
Guidelines (GEMA 5.2) [73], recruited in the Respiratory Medicine Department of the Hospital
Universitario Virgen de las Nieves in Granada (Spain) between March 2007 and October 2022.
Out of the 110 patients recruited, the response to omalizumab was evaluated in 74 prior to
beginning treatment and 12 months after the start of biological therapy. The remaining patients
did not meet the study’s evaluation criteria. The administration route of the drug was
subcutaneous, with doses of 75 mg to 600 mg of omalizumab, depending on the initial IgE
concentration and the patient’s weight, every 2 or 4 weeks [74].

4.3 Ethics Statements

The study was carried out with the approval of the Ethics and Research Committee of the
Hospital Universitario Virgen de las Nieves (HUVN) in accordance with the Declaration of
Helsinki. The subjects who participated in the study signed an informed consent for collection
and genetic analysis of saliva samples and for their donation to the Biobank of the Sistema
Sanitario Publico de Andalucia (Andalusian Public Health Service). The samples were identified
by alphanumeric codes.

44 Socio-demographic and Clinical Variables

The socio-demographic and clinical data were collected by reviewing clinical histories. The socio-
demographic data collected were age, sex, body mass index (BMI), smoking status, years with
the disease, nasal polyposis, previous respiratory disease, allergies, gastroesophageal reflux
disease (GERD), sleep apnea-hypopnea syndrome (SAHS), chronic obstructive pulmonary
disease (COPD), years of BT, treatment dose, and change to another BT. The clinical variables
included courses of oral corticosteroids (OCS) expressed as prednisone-equivalent mg and of ICS
expressed as fluticasone-furoate-equivalent pig, blood eosinophil count, exacerbations requiring
emergency department treatment and/or hospitalization, IgE, lung function as maximum
percentage expiratory volume in the first second of forced exhalation (%FEV1), and Asthma
Control Test (ACT) results [75]. The clinical variables were collected with reference to the year
before starting BT and after completing the first year of treatment.

4.5 Genetic Variables

4.5.1 DNA Isolation

The saliva samples were collected in BD Falcon 50 mL conical tubes (BD, Plymouth, United
Kingdom). The DNA was extracted using the QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden,
Germany), following the manufacturer’s instructions for purifying DNA from saliva, and was
stored at —40 °C. The concentration and purity of the DNA were measured using a NanoDrop
2000 UV spectrophotometer with 280/260 and 280/230 absorbance ratios.

4.5.2 Detection of Gene Polymorphisms and Quality Control

The gene polymorphisms were determined by real-time polymerase chain reaction (PCR) allelic
discrimination assay using TaqgMan probes (ABI Applied Biosystems, QuantStudio 3 Real-Time
PCR System, 96 wells) according to the manufacturer’s instructions (Table 4). The FCGR2B
rs3219018 and rs1050501 polymorphisms were analyzed using a custom assay by ThermoFisher
Scientific (Waltham, Massachusetts, United States) coded as ANPRZAZ and ANRWUVX
respectively. Ten per cent of the results were confirmed by Sanger sequencing. Real-time PCR
and Sanger sequencing were performed in the Pharmacogenetics Unit of the Hospital
Universitario Virgen de las Nieves. The criteria for SNP quality control were: (1) missing
genotype rate per SNP < 0.05; (2) minor allele frequency > 0.01; (3) p value > 0.05 in Hardy-
Weinberg equilibrium test; (4) missing genotype rate between cases and control < 0.05.
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Table 4. Gene polymorphisms and TagMan ID.

Gene SNP dbSNP ID Assay ID
FCER1A T>C rs2251746 C__1840470_20
(1923) G>A rs2427837 C__ 16233438 20
T>C rs1441586 C___ 1842226 10
FCERI1B T>C rs573790 C___900105_20
(11q12-13) >G rs1054485 C__ 2932371 _10
A>G rs569108 C___900116_10
a 9;:?3' 3) G>C rs2230199 C__26330755_10
FCGR24 A>G rs1801274 C___9077561_20
(1g23.3)
FCGR2B G>C rs3219018 ANPRZAZ
(1923.3) >C rs1050501 ANRWUVX
FCGR3A A>C rs10127939 C__57480226_10
(1923.3) A>C rs396991 C__25815666_10
IL1RLI CT rs1420101 C___8906009_20
(2q12) G>A rs17026974 C__33551182_10
G>A rs1921622 C___1226146_10
GATA2 CT rs4857855 C__11231076_10
(3q21)

4.6 Response Variables

To evaluate the predictors of response at 12 months, the following were taken as response
variables: reduction of OCS courses per year, considering a reduction of at least 50% in courses
or absence of OCS as a satisfactory response; improvement of lung function, considering those
that achieved an increase of at least 10% in FEV1 after 12 months’ treatment as responders; and
reduction of exacerbations per year requiring emergency department treatment and/or
hospitalization, taking a reduction of at least 50% or absence of exacerbations as a satisfactory
response.

4.7 Statistical Analysis

The descriptive analysis was performed with R 4.2.0 software. The quantitative variables were
expressed as the mean (+ standard deviation) for those that complied with normality and as the
median and percentiles (25 and 75) for the variables that did not follow a normal distribution.
Normality was confirmed using the Kolmogorov-Smirnov test. The bivariate analysis between
the response and the genetic variables was performed with multiple models (genotypic, additive,
allelic, dominant, and recessive), using the Pearson x2 test or applying the Fisher exact test for
the qualitative variables. For the quantitative variables, we applied the t test to the variables that
complied with normality and the Mann-Whitney test for non-normal variables. The models were
defined as allelic (D vs d), dominant ((DD, Dd) vs dd), recessive (DD vs (Dd, dd), genotypic (DD
vs dd and Dd vs dd), and additive, where D is the minor allele and d the major allele.

A multivariate (logistic regression) analysis was used to calculate the adjusted odds ratio (OR)
and the 95% confidence interval (95% CI) for the possible prognostic factors for response.

The Hardy-Weinberg equilibrium, the haplotype frequency, and the linkage disequilibrium (LD)
were determined through the Lewontin D-prime (D’) coefficients and the LD coefficient (12).

All the tests were 2-sided, with a significance level of p < 0.05, and were performed using PLINK
free-access software for whole-genome association analysis [76] and the R 4.2.0 statistical
program [77]. The LD was calculated with Haploview 4.2 software [78] and the haplotype
analysis was performed with SNPStats [79], a web tool for the analysis of association studies.

5 Conclusions
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In conclusion, this study highlights polymorphisms with potential prognostic value for response
to treatment with omalizumab. However, the functional involvement of most asthma loci is still
unknown. More studies are therefore needed to increase our understanding of the impact of these
genes and their effect on the response to biological therapies, such as omalizumab, to achieve
their use in future clinical practice and guide us towards a more personalized kind of medicine.
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haplotype frequency in the response to the 3 criteria; Table S10. Association of clinical characteristics of
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Abstract: The most promising treatment options for severe uncontrolled asthma (SUA) have emerged in
recent years with the development of monoclonal antibodies for blocking selective targets responsible for
the underlying inflammation. Variability of response to mepolizumab and benralizumab could be
influenced by single-nucleotide polymorphisms (SNPs), and it would be useful to detect these and use them
as predictive biomarkers of response. We conducted an observational retrospective cohort study that
included patients with severe uncontrolled eosinophilic asthma being treated with mepolizumab and
benralizumab in a tertiary hospital. Polymorphisms in the IL5 (rs4143832, rs17690122), RAD50 (rs11739623,
rs4705959), IL1IRL1 (rs1420101, rs17026974, rs1921622), GATA2 (rs4857855), IKZF2 (rs12619285), FCGR2A
(rs1801274), FCGR2B (rs3219018, rs1050501), FCGR3A (rs10127939, rs396991), FCERIA (rs2251746,
rs2427837), and FCERIB (rs1441586, 1s573790, rs1054485, rs569108) genes were analyzed by real-time
polymerase chain reaction (PCR) using Taqman probes. A total of 188 patients under treatment with
mepolizumab and benralizumab were recruited. After 12 months of treatment, FCERIB rs1054485-T
(OR=5.33; 95% CI=1.06-30.02) was associated with a reduction in exacerbations with mepolizumab.
Reduction in oral corticosteroids (OCS) was associated with IL5 rs4143832-T (OR = 3.89; 95% CI = 1.03-19.22),
IKZF2 1s12619285-A (OR =3.72; 95% CI=0.79-20.43), FCERIB rs569108-AA (OR =8.86; 95% CI=1.18-
181.94), and FCGR2A rs1801274-GG (OR =7.73; 95% CI = 1.29-148.9) in patients treated with benralizumab.
Improvement in lung function showed a relationship with ILIRLI rs1921622-A (OR =4.53; 95% CI=1.11-
30.89), ILIRL1 1s1420101-C (OR=6.1e7; 95% CI=1.35e%'-NA), FCERIB rs1441586-TT (OR=3.71;
95% CI=0.9-25.47), and FCERIA 1s2427837-A (OR=3.7; 95% CI=1.16-14.73) in treatment with
mepolizumab and IKZF2 rs12619285-AA (OR=5; 95% CI=1.22-26.05), FCERIA rs2427837-A (OR =5;
95% CI =1.1-36.02), and FCER1B rs1441586-C (OR = 6.9; 95% CI = 1.38—40.98) in benralizumab. The results
of this study show the potential influence of the polymorphisms studied on the response to mepolizumab
and benralizumab and the clinical benefit that could be obtained by defining predictive biomarkers of
treatment response.

Keywords: severe uncontrolled asthma; mepolizumab; benralizumab; effectiveness, polymorphisms.

1. Introduction

Severe uncontrolled asthma (SUA) is characterized by the need to use multiple medications
at high doses to treat it: steps 5-6 in the Guia Espafiola para el Manejo del Asma (GEMA: Spanish
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Asthma Management Guide) and step 5 in the Global Initiative for Asthma (GINA) [1,2]. The
type 2 immune response plays a crucial role in the pathogenesis of severe asthma, involving
various types of cells, notably including type 2 helper T (Th2) cells and type 2 innate lymphoid
(ILC2) cells [3].

Interleukin 5 (IL-5) is a potent proinflammatory cytokine responsible for the maturation,
proliferation, activation, migration, and survival of eosinophils. It is produced by various cellular
elements, including Th2 lymphocytes, ILC2 cells, mast cells, and eosinophils. Exposure to
allergens activates the Th2 cells, which produce and secrete IL-5. The presence of IL-4 is essential
because it is required for activation of Th2 cells through stimulation of key transcription factors.
The release of IL-5 from ILC2 cells is dependent on GATAS3 activation induced by epithelial innate
cytokines, including IL-25, IL-33, and especially thymic stromal lymphopoietin (TSLP) [4].

The most promising treatment options for SUA have emerged in recent years with the
development of monoclonal antibodies for blocking selective targets responsible for the
underlying inflammation [5].

Mepolizumab (marketed as Nucala) is a humanized monoclonal antibody (IgG1, kappa)
which acts by binding to IL-5 with high affinity and specificity. Mepolizumab inhibits the
bioactivity of IL-5 by blocking the binding of IL-5 to the alpha chain of the IL-5 receptor complex
(IL-5Ra) expressed on the eosinophil cell surface, thereby inhibiting IL-5 signalling and reducing
the production and survival of eosinophils [6].

Benralizumab (marketed as Fasenra) is a humanized and afucosylated monoclonal antibody
(IgG1, kappa). It binds with great affinity and specificity to the alpha subunit of the IL-5Ra
receptor. The IL-5 receptor is expressed specifically on the surface of eosinophils and basophils.
The absence of fucose in the constant (Fc) domain of benralizumab results in high affinity for Fc-
gamma III (FcyRIII) receptors on immune effector cells such as natural cytolytic lymphocytes
(natural killer [NK] cells). This leads to apoptosis of eosinophils and basophils through enhanced
antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity, which reduces eosinophilic inflammation [7].

Immunoglobulin (Ig) molecules are formed by two heavy chains and two light chains linked
by disulfide bridges. Both chains consist of two parts, the Fc domain and a variable region (Fab).
The function of the Fc region of IgG is to improve the pharmacokinetics, increasing stability and
prolonging the half-life of the drug [8]. The Fc portion of IgG1 binds selectively to the FcyR
receptors, integral membrane glycoproteins that produce a complex activation or inhibition of
antibody cell function after aggregation of IgG [9,10]. There are various types of FcyR, FcyRI
(CD64), EcyRII (CD32), and FcyRIII (CD16), in which the affinity for the Fc region of IgG may
vary, modifying the response to biological therapies (BTs) [9].

There are studies that associate single-nucleotide polymorphisms (SNPs) in the IL5 gene
with atopic asthma, an increase in IL-5 mRNA expression, decreased lung function, and
eosinophil count [11,12]

Interleukin 1 (IL-1) is a proinflammatory cytokine of Th2 lymphocytes and its expression is
increased in asthma, as it promotes the activation of T lymphocytes and consequently the
eosinophil count [13]. It has recently been reported that IL-33 belongs to the IL-1 family, with the
ability to produce Th2. Its functions are mediated by the IL1 receptor (IL1RL1), which leads to
the release of allergic mediators and eosinophils, such as IL-5 and IL-13, resulting in an increase
in the eosinophil count and eosinophilic inflammation [14], and the response to these BTs may be
affected.

The IKZF2 gene encodes a member of the IKAROS family of zinc-finger proteins. Three
members of this family are hematopoietic-specific transcription factors involved in lymphocyte
development [15]. Studies have associated the presence of SNPs in this gene with the eosinophil
count in asthma [11,16].

The GATA2 gene codes for a transcription factor involved in hematopoietic cell
development and proliferation and is defined as a critical factor for eosinophil development [17].
Studies have associated the presence of SNPs in this gene with the eosinophil count in asthma
[11].

Interleukin 5 is essential for the maturation and differentiation of eosinophils. In contrast,
the specific granules of eosinophils can store IL-5, which indicates that these cells could also
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contribute to increasing circulating levels of IL-5 [18,19]. Other authors have suggested that
RAD50 could act as the common factor regulating IL-5 levels. Polymorphisms strongly linked to
IL-5 levels and eosinophilia have been detected in this gene [20], which could affect the
therapeutic response.

The high-affinity IgE receptor FceRI activates mast cells and basophils through the
interaction of the FceRI receptors with multivalent antigen-bound IgE dimers [21]. The Ag-IgE-
FceRI complex activates a G protein and stimulates a complex process whose end result is the
synthesis and secretion of cytokines such as IL-1, IL-4, and IL-5 [22-25]. The presence of SNPs in
this gene could modify this process, which might affect the response to these BTs.

There are currently no association studies of SNPs with the response to these BTs. Within
this conceptual framework, the objective of this study was to evaluate the influence of SNPs in
some of the genes involved in the mechanism of action and the process of response to
mepolizumab and benralizumab (FCGR3, IL-5, FCERI, IL1RL1, IKZF2, GATA2, RAD50), with the
aim of obtaining predictive biomarkers of response to BTs.

2. Materials and Methods
2.1 Study Desing

We conducted an observational retrospective cohort study.
2.1 Study Population

This study included 188 patients aged over 18 years and of Caucasian origin diagnosed with
severe uncontrolled asthma according to the criteria of the Spanish Asthma Management
Guidelines (GEMA 5.2) [1], recruited in the Respiratory Medicine Department of the Hospital
Universitario Virgen de las Nieves in Granada (Spain) between April 2014 and April 2022. Out of
the 188 patients recruited, the response to mepolizumab was evaluated in 73 patients and to
benralizumab in 51 patients before beginning treatment and 12 months after the start of biological
therapy. The remaining patients did not meet the study’s evaluation criteria. The administration
route of the drug was subcutaneous: 100 mg of mepolizumab every 4 weeks and 30 mg of
benralizumab every 4 weeks for the first 3 doses and subsequently every 8 weeks [6,7].

2.3 Ethics Statements

The study was conducted with the approval of the Ethics and Research Committee of the
Hospital Universitario Virgen de las Nieves (HUVN) in accordance with the Declaration of
Helsinki. The subjects who participated in the study signed an informed consent for collection
and genetic analysis of saliva samples and for their donation to the Biobank of the Sistema
Sanitario Publico de Andalucia (Andalusian Public Health Service). The samples were identified
by alphanumeric codes.

24 Socio-Demographic and Clinical Variables

The socio-demographic and clinical data were collected by reviewing clinical histories. The
socio-demographic data collected were age, sex, body mass index (BMI), smoking status, years
with the disease, nasal polyposis, previous respiratory disease, allergies, gastroesophageal reflux
disease (GERD), sleep apnea-hypopnea syndrome (SAHS), chronic obstructive pulmonary
disease (COPD), years of BT, treatment dose, and change to another BT. The clinical variables
included courses of oral corticosteroids (OCS) expressed as prednisone-equivalent mg and of
inhaled corticosteroids (ICS) expressed as fluticasone-furoate-equivalent ug, blood eosinophil
count, exacerbations requiring emergency department treatment and/or hospitalization, IgE,
lung function as maximum percentage expiratory volume in the first second of forced exhalation
(%FEV1), and Asthma Control Test (ACT) results [26]. The clinical variables were collected with
reference to the year before starting BT and after completing the first year of treatment.

2.5 Genetic Variables
2.5.1 DNA Isolation

The saliva samples were collected in buccal swabs (OCR-100 Kit). The DNA was extracted
using the QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany), following the manufacturer’s
instructions for purifying DNA from saliva, and was stored at —40 °C. The concentration and
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purity of the DNA were measured using a NanoDrop 2000 UV spectrophotometer with 280/260
and 280/230 absorbance ratios.

2.5.2  Detection of Gene Polymorphisms and quality control

The gene polymorphisms were determined by real-time polymerase chain reaction (PCR)
allelic discrimination assay using TaqMan probes (ABI Applied Biosystems, QuantStudio 3 Real-
Time PCR System, 96 wells) according to the manufacturer’s instructions (Table 1). The FCGR2B
rs3219018 and FCGR2B rs1050501 polymorphisms were analyzed using a custom assay by
ThermoFisher Scientific (Waltham, Massachusetts, United States) coded as ANPRZAZ and
ANRWUVX respectively. Ten per cent of the results were confirmed by Sanger sequencing. Real-
time PCR and Sanger sequencing were performed in the Pharmacogenetics Unit of the Hospital
Universitario Virgen de las Nieves. The criteria for SNP quality control were: (1) missing
genotype rate per SNP < 0.05; (2) minor allele frequency > 0.01; (3) p value > 0.05 in Hardy-
Weinberg equilibrium test; (4) missing genotype rate between cases and control < 0.05.

Table 1. Gene polymorphisms and TagMan ID.

Gene SNP dbSNP ID Assay ID
IL5 >G rs4143832 C__ 28028637 _10
(5931) A>G rs17690122 C__33291516_10
RADS50 CT rs11739623 C__31237883_10
(5q31.1) T>C rs4705959 C__2549990_10
FCER1A T>C rs2251746 C___1840470_20
(1923) G>A rs2427837 C__16233438 20
T>C rs1441586 C__ 1842226 10
FCER1B T>C rs573790 C___900105_20
(11q12-13) >G rs1054485 C___2932371_10
A>G rs569108 C___900116_10
IKZF22 A>G rs12619285 C___1861821_10
(2q13)
FCGR2A A>G rs1801274 C___9077561_20
(1923.3)
FCGR2B G>C rs3219018 ANPRZAZ
(1923.3) T>C rs1050501 ANRWUVX
FCGR3A A>C rs10127939 C__57480226_10
(1g23.3) A>C rs396991 C__25815666_10
CT rs1420101 C___8906009_20
ILTIRL1
(2q12) G>A rs17026974 C__33551182_10
G>A rs1921622 C___1226146_10
GATAZ CT rs4857855 C__11231076_10
(3921)

2.6 Response Variables

To evaluate the predictors of response at 12 months, the following were taken as response
variables: reduction of OCS courses per year, considering a reduction of at least 50% in courses
or absence of OCS as a satisfactory response; improvement of lung function, considering those
that achieved an increase of at least 10% in FEV1 or FEV1 > 80% after 12 months’ treatment as
responders; and reduction of exacerbations per year requiring emergency department treatment
and/or hospitalization, taking a reduction of at least 50% or absence of exacerbations as a
satisfactory response.

2.7 Statistical Analysis
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The descriptive analysis was performed with R 4.2.0 software. The quantitative variables
were expressed as the mean (+ standard deviation) for those that complied with normality and
as the median and percentiles (25 and 75) for the variables that did not follow a normal
distribution. Normality was confirmed using the Kolmogorov-Smirnov test. The bivariate
analysis between the response and the genetic variables was performed with multiple models
(genotypic, additive, allelic, dominant, and recessive), using the Pearson x2 test or applying the
Fisher exact test for the qualitative variables. For the quantitative variables, we applied the t test
to the variables that complied with normality and the Mann-Whitney U test for non-normal
variables. The models were defined as allelic (D vs d), dominant (DD, Dd) vs dd), recessive (DD
vs (Dd, dd)), genotypic (DD vs dd and Dd vs dd), and additive, where D is the minor allele and
d the major allele.

A multivariate (logistic regression) analysis was used to calculate the adjusted odds ratio
(OR) and the 95% confidence interval (95% CI) for the possible prognostic factors for response.

The Hardy-Weinberg equilibrium, the haplotype frequency, and the linkage disequilibrium
(LD) were determined through the Lewontin D-prime (D’) coefficients and the LD coefficient (r2).

All the tests were 2-sided, with a significance level of p < 0.05, and were performed using
PLINK free-access software for whole-genome association analysis [27] and the R 4.2.0 statistical
program [28]. The LD was calculated with Haploview 4.2 software [29] and the haplotype
analysis was performed with SNPStats [30], a web tool for the analysis of association studies.

3. Results

3.1. Characteristics of the Patients
3.1.1. Characteristics of Patients Treated with Mepolizumab

A total of 73 patients treated with mepolizumab were included. The clinical and socio-
demographic data are shown in Table 2. The patients’ median age of starting BT was 53 [45,61]
years and 67.1% (49/73) were women. A total of 74% (54/73) had a BMI greater than 25 and 83.6%
(61/73) were ex-smokers. During the year before starting mepolizumab the median number of
ICS doses was 500 [500,1000], 79.4% (58/73) had received at least one course of OCS, 68.6% (48/73)
had %FEV1 of less than 80%, 65.7% (48/73) had suffered at least one exacerbation requiring
emergency department treatment and/or hospitalization, and 77.6% (55/73) had blood eosinophil
levels higher than 300 cells/puL. The remaining socio-demographic and clinical variables are
described in Table 2.

Table 2. Socio-demographic and clinical characteristics of patients treated with mepolizumab.

Mean * SD/
N %
P50 (p25,p75)
Sex
Women 49 67.1
Men 24 329
Age of starting BT (years) 73 53 (45,61)
Years with asthma 73 7 (3,11)
BMI (kg/m?)
<25 19 26
>25 54 74
Previous respiratory disease
Yes 34 46.6
No 39 53.4
Smoking status
Non-smoker 12 16.4
Active smoker 0 0
Ex-smoker 61 83.6
Polyposis
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Yes 33 452

No 40 54.8
Allergies

Yes 37 50.7

No 36 49.3
GERD

Yes 32 73.8

No 41 56.2
SAHS

Yes 15 20.5

No 58 79.6
COorbD

Yes 13 17.8

No 60 82.2
Age of diagnosis (years) 73 48.6 +14.5

<18 2 27

>18 71 97.3
ICS (ug/day) 73 500 (500,1000)
OCS courses per year

Yes 58 79.4

No 15 20.6
Baseline %FEV1

<80 48 68.6

>80 22 314
Exacerbation in previous year

Yes 48 65.7

No 25 343
Baseline blood eosinophils (cells/pL)

<300 16 22.5
>300 55 77.6

Baseline IgE (IU/mL) 39 132.6 (38.4,349.4)
Previous BT

Yes 21 28.8

No 52 71.2

BMI, body mass index; GERD, gastroesophageal reflux disease; SAHS, sleep apnea-hypopnea syndrome;
COPD, chronic obstructive pulmonary disease; ICS, inhaled corticosteroids; OCS, oral corticosteroids;
%FEV1, maximum percentage expiratory volume in the first second of forced expiration; IgE,
immunoglobulin E; BT, biological therapy. Qualitative variables are shown as numbers (percentage, %).
Quantitative variables with normal distribution are shown as mean + standard deviation (SD). Quantitative
variables with a non-normal distribution are shown as p50 (p25,p75).

3.1.2  Characteristics of Patients Treated with Benralizumab

A total of 51 patients treated with benralizumab were included. The clinical and socio-
demographic data are shown in Table 3. The mean age of starting BT was 57.6 + 15.4 years and
66.7% (34/51) were women. A total of 82.3% (42/51) had a BMI greater than 25, 19.6% (10/51) were
ex-smokers, and 3.9% (2/51) were active smokers. During the year before starting benralizumab
the median number of ICS doses was 1000 (500,1000), 7.8% (4/51) had received at least one course
of OCS, 66.7% (34/51) had %FEV1 of less than 80%, 43.1% (22/51) had suffered at least one
exacerbation requiring emergency department treatment and/or hospitalization, and 58.8%
(30/51) showed blood eosinophil values higher than 300 cells/ uL. The remaining socio-
demographic and clinical variables are described in Table 3.

Table 3. Socio-demographic and clinical characteristics of patients treated with benralizumab.
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N % Mean * SD/
P50 (p25,p75)
Sex
Women 34 66.7
Men 17 33.3
Age of starting BT (years) 51 57.6+15.4
Years with asthma 51 6 (3.5,10)
BMI (kg/m?)
<25 9 17.7
>25 42 82.3
Previous respiratory disease
Yes 24 47.1
No 27 52.9
Smoking status
Non-smoker 39 76.5
Active smoker 2 3.9
Ex-smoker 10 19.6
Polyposis
Yes 20 39.2
No 31 60.8
Allergies
Yes 33 64.7
No 18 35.3
GERD
Yes 22 43.1
No 29 56.9
SAHS
Yes 10 19.6
No 41 80.4
COPD
Yes 10 19.6
No 41 80.4
Age of diagnosis (years) 51 51.9+15.2
<18 1 )
>18 50 98
ICS (ug/day) 51 1000 (500,1000)
OCS courses per year
Yes 4 7.8
No 47 92.2
Baseline %FEV1
<80 34 66.7
>80 17 33.3
Exacerbation in previous year
Yes 22 43.1
No 29 56.9
Baseline blood eosinophils (cell/uL)
<300 21 41.2
>300 30 58.8
Baseline IgE (IU/mL) 16 110 (47.5,692)
Previous BT
Yes 20 39.2
No 31 60.8
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BMI, body mass index; GERD, gastroesophageal reflux disease; SAHS, sleep apnea-hypopnea syndrome;
COPD, chronic obstructive pulmonary disease; ICS, inhaled corticosteroids; OCS, oral corticosteroids;
%FEV1, maximum percentage expiratory volume in the first second of forced expiration; IgE,
immunoglobulin E; BT, biological therapy. Qualitative variables are shown as numbers (percentage, %).
Quantitative variables with normal distribution are shown as mean + standard deviation (SD). Quantitative
variables with a non-normal distribution are shown as p50 (p25,p75).

3.2 Clinical Effectiveness

Effectiveness was evaluated 12 months after starting mepolizumab and benralizumab. After
12 months of treatment 97.2% (70/72) and 97.9% (47/48) showed a satisfactory response in respect
of at least one criterion, 77.8% (56/72) and 83.3% (40/48) in respect of at least two criteria, and
48.5% (32/66) and 47.6% (20/44) in respect of all three response criteria respectively. Furthermore,
90.3% (65/72) and 94% (47/50) responded satisfactorily with respect to reduction in exacerbations,
70.8% (46/65) and 72.7% (32/44) with respect to improvement in lung function, and 66.7% (48/72)
and 64% (32/50) with respect to OCS respectively (Table 4).

Table 4. Clinical effectiveness of mepolizumab and benralizumab in patients with severe uncontrolled
asthma and eosinophilic phenotype.

Mepolizumab Benralizumab
Response variable N % N %
Responsive for 1 criterion
R 70 97.2 47 97.9
NR 2 2.8 1 2.1
Responsive for 2 criteria
R 56 77.8 40 83.3
NR 16 22.2 8 16.7
Responsive for 3 criteria
R 32 48.5 20 47.6
NR 34 51.5 22 52.4
Reduction in OCS > 50%
R 48 66.7 32 64
NR 24 33.3 18 36
Reduction in exacerbations > 50%
R 65 90.3 47 94
NR 7 9.7 3 6
Increase in %FEV1 > 10% or %FEV1 > 80%
Yes 46 70.8 32 72.7
No 19 29.2 12 27.3

OCS, oral corticosteroids; %FEV1, peak percentage expiratory volume in the first second of forced
expiration; R, responsive; NR, non-responsive. Qualitative variables are shown as numbers (percentage, %).

3.3 Distribution of the Genotypes Analyzed

The observed genotype frequencies coincided with the expected values according to the
Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) model, except for FCGR2A rs1801274 and FCGR3A
rs10127939 (p = 0.016 and p = 0.014 respectively, Table S.1). No statistical differences from those
described in Iberian populations were found for these variants (FCGR2A rs1801274-A allele: 0.653
vs 0.472; p =0.797 and FCGR3A rs10127939-A allele: 0.889 vs 0.897; p = 0.864) [31]. The D’ and r2
LD values are shown in Table S2 and Figure 1 shows the LD graph. The following pairs of
polymorphisms were in strong LD: FCER1A 1rs2427837/rs2251746 (12 = 0.9, D’ = 0.96) and RADS50
rs11739623/rs4705959 (12 = 0.84, D’ = 0.96) (Table S2, Figure 1). All the polymorphisms showed a
minor allele frequency (MAF) of more than 1%, and therefore none of them was excluded for
analysis (Table S3). The estimated haplotype frequencies are presented in Tables 54-S15. No
statistically significant associations were found between any haplotype and the response.
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Figure 1. Linkage desequilibrium (LD).

3.4 Predictors of Mepolizumab Response at 12 Months
3.4.1 Predictors of Response for Exacerbation Reduction

The bivariate analysis reported that the variable associated with a satisfactory response in
respect of reduction in exacerbations was the absence of previous respiratory disease (OR =7.93;
95% CI = 1.26-154.29; p = 0.047) (Table S16). With regard to the pharmacogenetic variables, an
association was found between satisfactory response and carriers of the FCER1B rs1054485-T
allele (OR = 5.33; 95% CI =1.06-30.02; p = 0.028) (Table S17).

The multivariate analysis revealed that the independent variable associated with satisfactory
response in respect of reduction in exacerbations after 12 months of treatment with mepolizumab
was the presence of the FCER1B rs1054485-T allele (OR = 5.33; 95% CI = 1.06-30.02) (Table 5).

3.4.2  Predictors of Response for OCS Reduction

In the bivariate analysis, the variable associated with a satisfactory response in respect of
reduction in OCS was the absence of exacerbations in the year preceding the start of treatment
(OR = 3.89; 95% CI = 1.24-14.92; p = 0.023) (Table S18). No associations were reported between
satisfactory response and any of the genetic variants (Table 519).

In the multivariate analysis this association was maintained (OR = 3.89; 95% CI = 1.24-14.92)
(Table 5).

3.43  Predictors of Response for Lung Function Improvement

In the bivariate analysis, the variables associated with a satisfactory response in respect of
improvement in lung function were age of starting mepolizumab (OR = 1.05; 95% CI = 1.01-1.10;
p =0.032), years with asthma (OR = 89; 95% CI = 0.79-0.98; p = 0.023), and age of diagnosis (OR =
1.06; 95% CI =1.02-1.12; p = 0.007) (Table S20). With regard to the pharmacogenetic variables, an
association and/or tendency was found between satisfactory response and carriers of the ILIRL1
rs1921622-A allele for the genotypic and recessive models (OR = 6.67; 95% CI = 1.11-56.45; p =
0.082; AA vs GG, OR =4; 95% CI = 0.79-20.32; p =0.002; AG vs GG, and OR =4.53; 95% CI =1.11-
30.89; p =0.047; AA vs G), the IL1RL1 rs1420101-C allele (OR = 6.1e7; 95% CI = 1.35e-61-NA; p =
0.027), the FCER1B rs1441586-TT genotype (OR = 3.71; 95% CI = 0.9-25.47; p = 0.09), and the
FCER1A rs2427837-A allele for the dominant and recessive models (OR =3.7; 95% CI =1.16-14.73;
p =0.031; A vs GG and OR =1.9¢7; 95% CI =9.3e-92-NA; p = 0.031; AA vs G) (Table S21).

The multivariate analysis showed that the independent variables associated with a
satisfactory response in respect of lung function after 12 months of treatment with mepolizumab
were age of diagnosis (OR =1.07; 95% CI = 1.03-1.14) and the FCER1A rs2427837-A allele (OR =
5.29;95% CI = 1.4-23.31) (Table 5).

3.4.4  Predictors of Meeting at Least 1 Response Criterion
In the bivariate analysis, none of the socio-demographic or clinical variables was associated
with meeting at least one response criterion satisfactorily (Table S22). A tendency was found

towards a statistical association between satisfactory response and carriers of the GATA2
rs4857855-C allele (OR = 34; 95% CI =1.1-1136.7; p = 0.082) (Table 523).
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In the multivariate analysis, the independent variable that maintained an association with
meeting at least 1 criterion satisfactorily after 12 months of mepolizumab treatment was the
GATAZ2 rs4857855-C allele (OR = 34; 95% CI = 1.1-1136.7) (Table 5).

3.4.5 Predictors of Meeting at Least 2 Response Criteria

In the bivariate analysis, the variable related to meeting at least two response criteria
satisfactorily was the absence of exacerbations in the previous year (OR = 0.4.88; 95% CI = 1.21-
32.99; p = 0.034) (Table S24). As for the pharmacogenetic variables, an association was found
between satisfactory response and the FCERIA rs2427837-A allele for the genotypic and
dominant models (OR = 5.34; 95% CI =1.30-36.42; p = 0.059; AG vs GG, OR =2.32; 95% CI=0.33—
46.86; p = 0.059; AA vs GG, and OR = 4.33; 95% CI = 1.23-20.42; p = 0.026; A vs GG) and the
FCER1B 1s569108-AA genotype (OR =5.91; 95% CI = 1.36-27.51; p = 0.010; AA vs AG and AA vs
G) (Table S25).

In the multivariate analysis, the independent variables associated with meeting at least 2
criteria satisfactorily after 12 months of mepolizumab treatment were absence of exacerbations in
the previous year (OR=6.1; 95% CI=1.32-47.63), the FCER1A rs2427837-AG genotype (OR =8.52;
95% CI =1.69-79.63), and the FCER1B rs569108-AA genotype (OR =11.57; 95% CI = 1.87-107.57)
(Table 5).

3.4.6  Predictors of Meeting All 3 Criteria

In the bivariate analysis, the variables associated with meeting the 3 criteria satisfactorily
were age of starting mepolizumab (OR = 1.04; 95% CI =1.01-1.09; p = 0.059) and age of diagnosis
(OR =1.04; 95% CI =1.01-1.08; p = 0.062) (Table S26). As regards the pharmacogenetic variables,
an association was found between meeting the criteria and the IL1RL1 rs1921622-AA genotype
(OR =3.97;95% CI=1.27-14.08; p=0.018; AA vs G) and the FCER1B rs569108-AA genotype (OR
=5.04e7; 95% CI =3.93e-51-NA; p =0.011; AA vs AG and AA vs G) (Table 527).

In the multivariate analysis the variable that maintained the association with meeting the
three criteria after 12 months of treatment with mepolizumab was the IL1RL1 rs1921622-AA
genotype (OR = 3.97; 95% CI = 1.27-14.08) (Table 5).

Table 5. Predictors of response after 12 months of mepolizumab treatment in patients with severe
uncontrolled asthma (multivariate analysis).

‘ OR (95% CI) | p value
Response in respect of exacerbation reduction
FCER1B rs1054485 (T vs GG) | 533(1.06-30.02) | 0.0423
Response in respect of reduction of OCS
Exacerbation in previous year (No) ‘ 3.89 (1.24-14.92) ‘ 0.029
Response in respect of improved lung function
Age of diagnosis (years) 1.07 (1.03-1.14) 0.004
FCER1A 152427837 (A vs GG) 5.29 (1.4-23.31) 0.023
Meeting at least 1 criterion
GATA2 rs4857855 (C vs TT) ‘ 34 (1.1-1136.7) | 0.026
Meeting at least 2 criteria
Exacerbation in previous year (No) 6.1 (1.32-47.63) 0.039
FCERI1A rs2427837 (AG vs GG) 8.52 (1.69-79.63) 0.023
FCERI1B rs569108 (AA vs AG) 11.57 (1.87-107.57) 0.014
Meeting all 3 criteria
IL1RL1 rs1921622 (AA vs G) 3.97 (1.27-14.08) ’ 0.022

OR, odds ratio; 95% CI, 95% confidence interval.

3.5 Predictors of Benralizumab Response at 12 Months

3.5.1  Predictors of Response for Exacerbation Reduction
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In the bivariate analysis, the variable that showed a tendency towards a satisfactory response
in respect of reduction in exacerbations was the absence of exacerbations in the previous year
(OR=13.5e7; 95% CI=6.7e-19-NA; p=0.079) (Table S28). No statistical associations were reported
between satisfactory response and any of the genetic variants (Table S29).

In the multivariate analysis, the association of satisfactory response in respect of reduction
in exacerbations after 12 months of benralizumab treatment with the absence of exacerbations in
the previous year was maintained (OR = 13.5€7; 95% CI = 6.7e-19-NA) (Table 6).

3.5.2  Predictors of Response for OCS Reduction

In the bivariate analysis, the variables associated with a satisfactory response in respect of
reduction of OCS were female sex (OR =3.57; 95% CI =1.04-12.97; p = 0.041), presence of allergy
(OR =4.46; 95% Cl =1.31-16.42; p = 0.016), and absence of COPD (OR = 4.83; 95% CI =1.09-26.03;
p =0.016) (Table S30). With regard to pharmacogenetic variables, an association and/or tendency
was found between satisfactory response and the IL5 rs4143832-T allele (OR =3.89; 95% CI=1.03—
19.22; p = 0.052), the IKZF2 rs12619285-A allele (OR = 3.72; 95% CI = 0.79-20.43; p = 0.088), the
FCERI1B rs569108-AA genotype for the genotypic and recessive models (OR = 8.86; 95% CI=1.18—
181.94; p = 0.05; AA vs AG and AA vs G), and the FCGR2A rs1801274-GG genotype (OR =7.73;
95% CI=1.29-148.9; p = 0.035) (Table S31).

The multivariate analysis revealed that the independent variables associated with a
satisfactory response in respect of reduction of OCS after 12 months of treatment with
benralizumab were female sex (OR = 8.4; 95% CI = 1.53-70.23), presence of allergies (OR = 767;
95% CI=1.39-66.09), absence of COPD (OR =23.25; 95% CI =2.12-696.71), the FCGR2A rs1801274-
GG genotype (OR =187.69; 95% CI = 6.14-2310.39), and the FCER1B rs569108-AA genotype (OR
= 66.26; 95% CI =2.05-273.71) (Table 6).

3.5.3 Predictors of Response for Lung Function Improvement

In the bivariate analysis, the variables associated with a satisfactory response in respect of
improvement in lung function were the presence of polyps (OR = 5.67; 95% CI = 1.24-40.86; p =
0.029), %FEV1 greater than 80% (OR = 6.6; 95% CI = 1.07-128.37; p = 0.059), and absence of
exacerbations in the previous year (OR = 3.82; 95% CI = 0.98-17.1; p = 0.054) (Table S32). With
regard to the pharmacogenetic variables, an association and/or tendency was found between
satisfactory response and the IKZF2 rs12619285-AA allele (OR = 5; 95% CI = 1.22-26.05; p =0.027),
the FCER1A rs2427837-A allele (OR =5; 95% CI=1.1-36.02; p = 0.045), and the FCER1B rs1441586-
C allele for the genotypic and dominant modules (OR = 15; 95% CI = 1.6-359.68; p = 0.047; CC vs
TT, OR = 5.56; 95% CI = 1.06-34.43; p = 0.047; CT vs TT, and OR = 6.9; 95% CI = 1.38-40.98; p =
0.013; C vs TT) (Table S33).

The multivariate analysis showed that the independent variables associated with a
satisfactory response in respect of improvement in lung function after 12 months of treatment
with benralizumab were previous %FEV1 greater than 80% (OR = 11.44; 95% CI = 0.90-368.56),
FCER1A 1rs2427837-A (OR =7.39; 95% CI=0.86-116.86), IKZF2 rs12619285-AA (OR =9.37; 95% CI
=1.16-173.06), FCER1B rs1441586-CC (OR =290.21; 95% CI =7.13-464.67), and FCER1B rs1441586-
CT (OR = 46.08; 95% CI = 288-215.17) (Table 7).

3.54  Predictors of Meeting at Least 1 Response Criterion

In the bivariate analysis, no association was found between the clinical, socio-demographic,
and genetic variables and meeting at least one criterion of satisfactory response (Tables 534 and
S35).

3.5.5 Predictors of Meeting at Least 2 Response Criteria

In the bivariate analysis, the variable that showed a tendency towards association with
meeting at least 2 criteria satisfactorily was absence of COPD (OR = 4.2; 95% CI = 0.7-23.64; p =
0.026) (Table S36). As for the pharmacogenetic variables, an association was found between a
satisfactory response and the IKZF2 rs12619285-A allele for the genotypic and recessive models
(OR=9.2;95% CI =0.74-22.9; p=0.052; AA vs GG and OR =9.47; 95% CI =1.49-184.89; p = 0.048;
AA vs G) (Table S37).
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In the multivariate analysis, the independent variables associated with meeting at least 2
criteria after 12 months of benralizumab treatment were absence of COPD (OR = 5.7; 95% CI =
0.78-50.8) and the IKZF2 rs12619285-A A genotype (OR =11.46; 95% CI = 1.64-246.17) (Table 6).

3.5.6  Predictors of Meeting All 3 Criteria.

The bivariate analysis did not show any association between the socio-demographic and
clinical variables and meeting the 3 criteria (Table 538). Regarding the pharmacogenetic variables,
an association was found between a satisfactory response and the IL5 rs4143832-T allele for the
genotypic and recessive models (OR = 4.8; 95% CI = 1.11-25.96; p = 0.075; GT vs GG, OR = 3.6;
95% CI = 0.31-83.36; p = 0.075; TT vs GG, and OR = 4.5; 95% CI = 1.17-20.08; p = 0.029; T vs GG)
and the RADS50 rs4705959-TT genotype (OR = 4.08; 95% CI = 1.16-15.81; p = 0.029) (Table S39).

The multivariate analysis revealed that the independent variable that maintained an
association with meeting the 3 criteria after 12 months of treatment with benralizumab was the
IL5 rs4143832-T allele (OR = 4.5; 95% CI = 1.18-20.08) (Table 6).

Table 6. Predictors of response after 12 months of benralizumab treatment in patients with severe
uncontrolled asthma (multivariate analysis).

\ OR (95% Cl) \ p value
Response in respect of exacerbation reduction
Exacerbation in previous year (No) | 13.5e7 (6.7e1°-NA) | 0.079
Response in respect of reduction of OCS
Sex (Female) 8.4 (1.53-70.23) 0.024
Allergies (Yes) 7.67 (1.39-66.09) 0.031
COPD (No) 23.25 (2.12-696.71) 0.024
FCGR2A rs1801274 (GG vs A) 187.69 (6.14-2310.39) 0.011
FCER1B rs569108 (AA vs G) 66.26 (2.05-273.71) 0.056
Response in respect of improved lung function
Previous %FEV1 > 80% 11.44 (0.90-368.56) 0.093
FCER1A rs2427837 (A vs GG) 7.39 (0.86-116.86) 0.098
IKZF2 rs12619285 (AA vs G) 9.37 (1.16-173.06) 0.065
FCER1B rs1441586 (CCvs TT) 290.21 (7.13-464.67) 0.014
FCER1B rs1441586 (CT vs TT) 46.08 (2.88-215.17) 0.020
Meeting at least 1 criterion |
Meeting at least 2 criteria
COPD (No) 5.7 (0.78-50.8) 0.086
IKZF2 rs12619285 (AA vs G) 11.46 (1.64-246.17) 0.038
Meeting all 3 criteria
IL5 rs4143832 (T vs GG) 4.5 (1.18-20.08) | 0.034

OR, odds ratio; 95% CI, 95% confidence interval.

4 Discussion

The response of patients diagnosed with SUA with an eosinophilic phenotype is variable.
Mepolizumab and benralizumab have proved highly effective in multiple controlled randomized
clinical trials [32-38] and real-life studies [39-47] in improving symptoms and quality of life and
reducing the use of rescue medication. Previous authors have endorsed the important genetic
contribution to predisposition to asthma and response to treatment with ICS and inhaled short-
acting (32 andrenergic agonists, this being the main objective of their research studies [48-51].
Nevertheless, genetic biomarkers associated with the response to these BTs, in asthma patients,
have not yet been reported. There is therefore a need to evaluate the effectiveness of these BTs in
various population groups and to locate biomarkers that can predict their effectiveness. In our
study, after 12 months of treatment with mepolizumab or benralizumab, reductions of 50% or
more in the rate of exacerbations were obtained in 90.28% and 94% of the patients respectively.
An improvement of 10% or more in %FEV1, or %FEV1 of 80% or more, occurred in 70.77% and
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72.73% respectively, and 66.67% and 64% respectively showed a satisfactory reduction of 50% or
more in OCS. Our results are similar to those found in real-life studies that report reductions in
courses of OCS and exacerbations and improvement in lung function [29,31,42—47]. In line with
our results, a systematic review published in 2021 reports that between 73% and 83% of patients
had fewer exacerbations requiring emergency department treatment and/or hospitalization,
between 54% and 94% had fewer courses of OCS, and lung function improved by between 3%
and 8% [44].

The results known so far have identified several clinical biomarkers as possible predictors
of response to mepolizumab and benralizumab. However, asthma is a very heterogeneous
disease and the use of pharmacogenetics as a supplementary tool could be useful to move
towards personalized medicine, being able to know in advance how the patient will respond to
these BTs, with the combination of genetic and clinical biomarkers, thereby optimizing the
treatment. Polymorphisms in some of the genes involved in the mechanism of action of
mepolizumab and benralizumab, such as FCGR, IL5, FCERI, IL1RL1, IKZF2, GATA2 and RADS50,
could be useful as a supplement to these biomarkers. So far, no study has investigated the role of
these SNPs or others in the therapeutic response to mepolizumab or benralizumab.

In FeyR receptors, studies have been conducted on SNPs that could affect the bond stability
of the Fc region of IgG1 in the FCGR2A, FCGR2B and FCGR3A genes, located on chromosome
1g23.3. In our study we found a significant association between the FCGR2A rs1801274-GG
genotype and a satisfactory response in respect of reduction in exacerbations with benralizumab.
The FCGR2A rs1801274 (A>G) SNP gives rise to a change from histidine (His) to arginine (Arg)
(His131Arg) [52,53]. Accordingly, it was previously reported that the FCGR2A-H131 variant
showed a lower affinity than FCGR2A-R131 for IgG1 [54], which could explain the association of
the G allele with a satisfactory response. No associations were found with the other SNPs studied
between the FcyR receptors and the response.

The IL5 gene is located on chromosome 5q31. In this gene two SNPs, rs4143832 (G>T) and
rs17690122 (A>G), related to eosinophil count and IL-5 levels are recognized, but their role in the
response to these BTs is unknown [16]. Our results reported a significant association of the IL5
rs4143832-T allele with a satisfactory response in respect of reduction of OCS and meeting the 3
criteria in patients treated with benralizumab.

The IL1IRL1 gene is located on chromosome 2q12. Previous research reports that the SNPs
studied (rs1420101, rs17026974, rs1921622) could act as promoters of the type 2 inflammatory
response in the airways, with high eosinophilia, higher serum IgE counts, and lower FEV1
reversibility; however, their relationship to response to BTs has not been studied [52,53,55]. Our
study showed a positive association between the ILIRL1 rs1921622-G allele and a satisfactory
response in respect of improvement in lung function and meeting the 3 criteria in patients treated
with mepolizumab. Furthermore, it was observed that the IL1RL1 rs1420101-C allele was
significantly related to improvement in lung function in patients treated with mepolizumab.

The GATAZ2 gene is on chromosome 3q21. Our results report a significant association of the
GATA2 rs4857855-C allele with meeting at least 1 criterion in patients treated with mepolizumab.
Previous studies highlight the important role of GATA2 as a transcription factor that acts by
regulating hematopoiesis, participating mainly in differentiation of Th2 cells. This SNP is
associated with high eosinophil counts [54,55], but its role in the response to BTs has not been
studied.

IKZF2 is located on chromosome 2q13. This gene has not been related to eosinophil biology,
but it is a regulator of the development and differentiation of lymphocytes through
transcriptional regulation [56]. Our study reported a significant association between the IKZF2
rs12619285-A allele and a satisfactory response in respect of improvement in lung function,
reduction of OCS, and meeting at least 2 criteria in patients treated with benralizumab. This SNP
has previously been associated with high blood eosinophil counts [16], but its influence on the
response to BTs is unknown.

The RAD50 gene is on chromosome 5q31.1. Two SNPs in it have been studied, rs11739623
(C>T) and rs4705959 (T>C), in which a possible effect on RAD50 expression has been postulated,
which could influence IL-5 and eosinophil levels [20]. Our results indicate a higher probability of
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meeting the 3 criteria in patients treated with benralizumab carrying the RAD50 rs4705959-TT
and RADS50 rs11739623-CC genotypes. Their association with the response to benralizumab has
not been studied, but a previous study showed an association of the RAD50 rs4705959-T allele
with increased levels of eosinophils and lower levels of IL-5, which could explain a better
response to benralizumab [20].

The FCER1A gene is located on chromosome 1q23. Its relationship to the response to these
therapies has not been studied before; however, there are two SNPs in this gene, 152251746 (T>C)
and rs2427837 (G>A), that have been related to high serum IgE levels [48,49,57], which stimulates
IgE-FceRI crosslinking, releasing proinflammatory cytokines such as IL-5 [58]. In our study we
found a significant correlation between carriers of the FCER1A rs2427837-A allele and a
satisfactory response in respect of improvement in lung function and meeting at least 2 criteria
in patients treated with mepolizumab. An association of this allele with improvement in lung
function was also observed in the patients who received benralizumab.

In the FCER1B gene, located on chromosome 11q12-13, the rs1441586 (T>C), rs573790 (T>C),
rs1054485 (T>G), and rs569108 (A>G) SNPs, common in asthmatic pathology and atopy and
related to high levels of IgE, have been described [52,55]. In our study, a significant association
was found in patients treated with mepolizumab between the FCER1B rs569108-AA genotype
and a higher probability of meeting 2 and 3 criteria and improvement in lung function. Moreover,
the FCER1B rs1054485-T allele was associated with a satisfactory response in respect of reduction
of exacerbations. The patients treated with benralizumab carrying the FCERIB rs569108-AA
genotype and those carrying the FCER1B rs1441586-C allele showed a satisfactory response in
respect of reduction in OCS and improvement in lung function respectively. No studies of the
association of these SNPs with the response to these BTs have been reported, but it has been
reported that the presence of the FCERIB rs569108-G and FCER1B rs1441586-T alleles was
associated with an increased risk of asthma, which could explain the association of the lower-risk
alleles with better prognosis for these BTs [59-62]. On the other hand, the FCER1B rs1054485-G
allele was related to significantly raised eosinophil counts and asthma [63,64].

One of the inherent limitations of a retrospective study is the incomplete collection of clinical
data of interest for some of the patients, and the main limitation of the study was the sample size,
as it is probably responsible for the absence of a statistical association between some of the genetic
variables and the types of response analyzed. However, the homogeneity and reliability of the
variables collected was ensured by recruiting all the patients from the same hospital cohort, using
the same procedures and the same staff. In spite of the limitations, the effects observed were clear,
although studies are required to assess the prognostic value of these polymorphisms in larger
cohorts.

5 Conclusions

In conclusion, this study highlights polymorphisms with potential prognostic value for
response to treatment with mepolizumab and benralizumab. However, the functional
involvement of most asthma loci is still unknown. More studies are therefore needed to increase
our understanding of the impact of these genes and their effect on the response to biological
therapies, to achieve their use in future clinical practice and guide us towards a more
personalized kind of medicine.
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exacerbations in patients treated with mepolizumab; Table S8. Estimation of haplotype frequency in lung
function improvement in patients treated with mepolizumab; Table S9. Estimation of haplotype frequency
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reduction and/or absence of oral corticosteroids in patients treated with benralizumab; Table Sl6.
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polymorphisms with corticosteroid reduction and/or absence; Table S20. Association of clinical
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S27. Association of mepolizumab genetic polymorphisms with response to the 3 criteria; Table S28.
Association of clinical characteristics of patients treated with benralizumab with reduction and/or absence
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Association of benralizumab genetic polymorphisms with responders to at least one criterion; Table 536.
Association of clinical characteristics of patients treated with benralizumab with response on at least 2
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