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1. Resumen

Se estima que una de cada cinco personas con enfermedad pulmonar obstructiva
cronica (EPOC) o asma tiene superposicion asma-EPOC (ACO) (1). EI ACO
representa un reto diagnostico al confundirse con el asmay con la EPOC (2-4). Los
pacientes con esta entidad clinica representan un problema de salud publica, ya
que, en comparaciéon con pacientes con asma o EPOC, presentan sintomas
respiratorios mas severos, peor calidad de vida, una pérdida acelerada de la funcion
pulmonar, riesgo de exacerbaciones frecuentes e ingresos hospitalarios y en
general un peor pronéstico (5-9). El diagnostico de ACO no se puede asegurar
realizando exdmenes paraclinicos convencionales (10) y es por esto que hay un
gran interés en identificar biomarcadores de ACO que ayuden a un diagnéstico mas
preciso y temprano (11, 12).

En este estudio comparamos los niveles de biomarcadores entre pacientes con
asma, EPOC, ACO y sujetos sanos para identificar aquellos asociados con el
fenotipo ACO. Analizamos a 397 participantes adultos (de 40 a 90 afios) reclutados
en dos ciudades colombianas (Cartagena y Bogota): 123 con asma, 100 con
EPOC, 74 con ACO y 100 sujetos sanos. Los niveles de eosindfilos fueron
analizados por hemocitometria. Los niveles totales y especificos de IgE (d1, d201,
pl) fueron determinados por ImmunoCAP, los niveles de periostina se midieron
mediante ELISA cuantitativa (Periostin/fOSF-2 DuoSet ELISA, R&D). ElI FeNO se
midid utilizando el equipo NOBreath (Bedfont Scientific Ltd., UK). Los niveles de
otras proteinas plasmaticas inflamatorias se midieron mediante el ensayo de
extension por proximidad de Olink Proteomics. Los andlisis estadisticos se
realizaron en SPSS, GraphPad Prism y R.

No hubo diferencia en los recuentos de eosinofilicos, los niveles de periostina y los
niveles de FeNO en pacientes con ACO en comparacion con pacientes con asma o
EPOC. Los niveles de IgE total y especifica contra alergenos fueron mas altos en
pacientes con ACO en comparacion con los pacientes con EPOC. En los pacientes
con ACO, los niveles de FeNO se correlacionaron directamente con los niveles de
IgE total (rho 0,4, p=0,007) y con el puntaje ACQ-5 (rho 0,62, p<0.0001). Diez
proteinas plasmaticas mostraron diferencias significativas entre los pacientes con
ACO vy los sujetos control (p<0.05, fold change >0.2). De los biomarcadores
caracteristicos de la inflamacion tipo 2, anicamente la IgE total y la IgE especifica
podrian ayudar a la diferenciacion del fenotipo ACO de la EPOC, especialmente si
se combinan con otros biomarcadores de inflamacion tipo 2 y la historia clinica. Con
respecto a las proteinas inflamatorias en el plasma, se encontré que los niveles del
ligando 1 de quimiocinas CXC (CXCL1) y del ligando 9 de quimiocinas CXC
(CXCL9) estan aumentados en pacientes con ACO en comparacion con los
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pacientes asmaticos. Sin embargo, estas diferencias dejaron de ser significativas
después del ajuste por la edad y el sexo. Ademas, los niveles de la proteina
quimiotactica de monocitos 3 (MCP-3 o CCL7) y la proteina 1 que contiene el
dominio CUB (CDCP1) son mas altos en los pacientes con EPOC en comparacion
con los detectados en los pacientes con ACO y en los pacientes con asma. De
estos, la proteina MCP-3 también se incrementé en ACO en comparacion con el
asma. Estos resultados sugieren que CXCL1, CXCL9, MCP-3 y CDCP1 podrian ser
investigados mas a fondo como biomarcadores de ACO.

2. Introduccién

Las enfermedades respiratorias cronicas como el asma y la enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC) son frecuentes y tienen un alto impacto econémico y en
el bienestar de quienes las padecen (13-16). Es generalmente aceptado que el
asma y la EPOC son dos enfermedades distintas por sus patrones de inflamacion,
mecanismos fisiopatoldgicos y extension de la reversibilidad de las limitaciones
respiratorias (17). Sin embargo, a pesar del aparente contraste de ambas entidades,
se sabe que pueden coexistir en el mismo paciente, representando un reto
diagndstico y terapéutico en la practica clinica (18). Dicho fendmeno es conocido
por su sigla en inglés como (ACO) Asthma-COPD Overlap o superposicion
asma/EPOC. En el 2014 el comité de la Global Initiative for Asthma (GINA) y de la
Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD), lo definieron como
un sindrome caracterizado por limitaciones en el flujo aéreo, con sintomatologia
severa, usualmente asociada con caracteristicas del asmay la EPOC (ACOS) (19).
Sin embargo, llamar sindrome a esta superposiciébn es engafioso, teniendo en
cuenta que este incluye diferentes fenotipos, como pacientes con EPOC con
inflamacion eosinofilica, pacientes asméaticos fumadores en los que hay inflamacion
predominantemente neutrofilica o pacientes con asma que tienen obstruccion de las
vias respiratorias en gran parte irreversible debido a cambios estructurales. Por lo
tanto, puede ser mejor referirse a esta entidad como superposicion asma-EPOC
(ACO), en lugar de ACOS (20, 21).

En este documento, la enfermedad que comparte varias caracteristicas de asma 'y
EPOC se denominara ACO. El diagnostico médico simultaneo de asma y EPOC
ocurre en el 15-20% de los pacientes con EPOC y afecta a aproximadamente una
cuarta parte de los pacientes con EPOC y casi un tercio de los pacientes con
diagnéstico de asma (22-24). De hecho, se ha descrito que uno de cada cinco
individuos con un diagndstico de EPOC o asma en entornos de atencion primaria
tienen ACO (1).
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A ciencia cierta todavia no se ha logrado determinar si esta condicién surge después
de cambios graduales en la remodelacion de las vias respiratorias secundarios a la
inflamacion en un paciente con asma o como resultado de exposiciones perennes
a alergenos o sustancias ambientales nocivas en un paciente con EPOC, o incluso
como una enfermedad distinta con su propia fisiopatologia (23). Los pacientes con
diagnostico de ACO representan un verdadero problema de salud publica, ya que
en comparacion con pacientes que solo tienen asma o EPOC, presentan sintomas
respiratorios significativamente peores, peor calidad de vida, una pérdida acelerada
de la funcion pulmonar, un mayor riesgo de exacerbaciones e ingresos hospitalarios
y en general un peor pronostico (5-9). Ademas, el ACO representa un reto
diagndstico y por consecuente terapéutico. Esta enfermedad se presenta como un
cuadro clinico confuso, en la cual, los consensos y las guias clinicas actuales no
son contundentes a la hora de determinar un esquema diagndstico acertado (2-4).
Parte de esta complejidad se debe a que su diagndéstico no se puede asegurar
realizando examenes paraclinicos convencionales en enfermedades respiratorias
cronicas como la espirometria, los conteos celulares en esputo o imagenes
radiologicas (10). La dificultad para el diagndéstico de ACO no permite que se aplique
un tratamiento de forma temprana, el cual segun las guias clinicas actuales no se
administra rutinariamente a los pacientes con diagndstico de asma o EPOC (25, 26).

Estas premisas hacen que sea esencial y urgente descubrir biomarcadores que
puedan diferenciar esta enfermedad, ayudando a un diagnostico mas preciso y
temprano, que lleve a un tratamiento que impacte en la calidad de vida del paciente
(11, 12).

Es por esto que en este proyecto se conformd una cohorte de 74 pacientes con
diagnéstico de ACO, 100 pacientes con diagnéstico de EPOC, 123 pacientes con
diagndstico de asma y 100 sujetos voluntarios sanos de las ciudades de Bogota y
Cartagena, y comparamos los niveles de algunos biomarcadores caracteristicos de
la respuesta inmune de tipo 2 y proteinas inflamatorias en plasma entre los grupos
del estudio

3. Marco conceptual

3.1. Caracteristicas de la superposicién asma/EPOC.

Algunos pacientes con sintomatologia respiratoria cronica presentan un diagnéstico
tanto de asma como de EPOC, con una limitacion del flujo aéreo que no es
completamente reversible luego de la aplicacion de broncodilatadores, que sufren
de exacerbaciones severas y frecuentes, presentan una pobre calidad de viday una
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disminuida capacidad de funcion pulmonar (27). La prevalencia de esta
superposicion se estima en un rango entre 1 a 5 % de los pacientes con
sintomatologia de obstruccidn de vias aéreas, segun diferentes estudios alrededor
del mundo (28, 29). Sin embargo, otros estudios como el reportado por Mendy &
cols, que tuvo 7570 participantes reportaron una prevalencia de 1.05% (30), las
discrepancias en cuanto a la prevalencia pueden deberse a la falta de consenso
universal para definir esta enfermedad, ya que no hay certeza de si el ACO se trata
de la coexistencia del asma y la EPOC en una misma persona por mecanismos
independientes, si es un fenotipo de la EPOC o de asma 0 Si es una nueva
enfermedad (31-33). Desde hace décadas se han realizado intentos para entender
la relacion entre el asma y la EPOC. En 1961 Orie & cols, propusieron la hipétesis
holandesa postulando que el asma y la EPOC eran expresiones diferentes de la
enfermedad obstructiva pulmonar y que dependiendo de factores como la edad, el
género y sobre todo factores ambientales como el cigarrilo o alergenos se
desarrollaria una u otra, pero si fuera expuesto a ambos se desarrollaria el ACO, de
modo que el ACO se encuentra en un espectro de enfermedad desde el asma hasta
la EPOC. (34-36). En contraste, surgio la hipétesis britanica postulando que el asma
y la EPOC son enfermedades diferentes, de origenes distintos, y que el decaimiento
progresivo sucede por el dafio bronquial y no por un mecanismo fisiopatolégico
comun (36, 37). Muy pocos estudios han evaluado estos pacientes
sistematicamente. Sin embargo, el hecho de que los pacientes con ACO constituyen
un grupo de alto riesgo, le ha brindado prioridad al estudio de esta enfermedad en
el campo de las enfermedades respiratorias cronicas a nivel mundial.

El ACO en si, no es una definicién, sino una descripcién clinica, ya que la
superposicion incluye fenotipos clinicos diferentes con varios mecanismos
implicados (38). Cuando factores de riesgo del asma y de la EPOC se comparten
en un mismo individuo tienden a aumentar la probabilidad de ACO (18). La
hiperreactividad de la via aérea es una caracteristica de la fisiopatologia del asma
y es un factor de riesgo para la EPOC. La hipoplasia pulmonar es un factor de riesgo
tanto para el asma como para la EPOC. Por lo tanto, en presencia de estos factores
de riesgo, la probabilidad de aparicién de asma y de superposiciéon con EPOC tiende
a aumentar (19). Debido a la complejidad de los procesos fisiopatolégicos de esta
entidad, es necesario recurrir al analisis de diferentes niveles de informacion
bioldgica para dilucidar las posibles alteraciones y como estas interactuan, llevando
finalmente a la expresién de esto que clinicamente vemos como ACO (Figura 1)
(39).
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\ Aumento de la masa de

= musculo liso =
Figura 1. Factores relacionados con el asma y con la EPOC. BD: broncodilatador, BHR:

hiperreactividad bronquial.

3.2. Diagnostico de la superposiciéon Asma/EPOC.

La mayoria de las definiciones propuestas de ACO no se basan en descripciones
patologicas o imagenes radiolégicas; mas bien incluyen diferentes asociaciones de
factores de riesgo, manifestaciones clinicas, pruebas de funciéon pulmonar y/o
caracteristicas inflamatorias, a veces combinadas en criterios mayores 0 menores
(40-42). Desafortunadamente, no existe validacion de estas definiciones y la
aplicacion de una u otra puede dar como resultado una clasificacion diferente de los
pacientes (2, 43).

Segun el consenso internacional GINA y GOLD para el diagndstico de ACO, las
pruebas de funcién pulmonar deben evidenciar una limitacion al flujo aéreo definida
en espirometria como una FEV1/FVC < 70% post broncodilatador. Adicional a la
obstruccién persistente al flujo aéreo, se deben tener factores caracteristicos tanto
de asma como de EPOC, como lo son: Paciente con una edad mayor o igual a 40
afios con sintomas de asma en la nifiez, tabaquismo, historia familiar de asma,
diagnéstico repetido previo de asma, antecedente de enfermedad alérgica,
sintomas respiratorios que incluyen disnea de esfuerzo, entre otros (19).

Un consenso de expertos en asma (GEMA) y EPOC (GesEPOC) unificaron los

criterios para el diagnoéstico de ACO (Figura 2). Este consenso define al ACO como
la coexistencia en un mismo paciente de tres elementos: tabaquismo, limitacion
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cronica al flujo aéreo y asma. La confirmacion diagnostica se establece cuando un
paciente (= 35 afnos) fumador o exfumador (= 10 paquete/afio) presenta obstrucciéon
o limitacion cronica al flujo aéreo (FEV1/FVC post-broncodilatador < 70%), que
persiste tras tratamiento broncodilatador y esteroideo inhalado (incluso oral) y un
diagndstico objetivo de asma actual, que debe incluir antecedente familiar de asma
0 antecedente personal de asma en la infancia o antecedente personales de atopia,
con sintomas respiratorios de curso variable como la sibilancia, tos y opresion
toracica, en ocasiones se puede presentar en forma de crisis de disnea de
intensidad variable y confirmacion objetiva de un patrén obstructivo reversible con
respuesta positiva a broncodilatador en espirometria (FEV1 post broncodilatador =
12% y = 200ml) o FeNO = 50 ppb. En los casos en los que estos ultimos no se
puedan establecer, se aceptara una prueba broncodilatadora espirométrica muy
positiva (FEV1 = 15% y = 400ml) o una elevada eosinofilia en sangre (= 300
eosinofilos/pl) (11). Estas caracteristicas, aunque no son diagnésticas de asma por
si solas, apuntan a la existencia de un patron inflamatorio de tipo 2, que, en un
paciente fumador con obstruccién crénica del flujo de aire, permite clasificarlo como

ACO (11).
. »| ACO

>35 aios de edad
Fumador o exfumador R
>10 paquetes/afio
FEV,/FVC post BD < 70%

Diagnéstico
actual de
asma

PBD >15% Y 400 ml
y/o eosinofiliaen [~
sangre > 300 c/pL

Figura 2. Algoritmo diagnostico de ACO. FEV:: Volumen Espiratorio Forzado en el 1ler Segundo,
FVC: Capacidad Vital Forzada, PBD: Prueba Broncodilatadora, ACO: superposicion Asma/EPOC.
Fuente: Consenso (GesePOC)-(GEMA) (11).

Como no existe una definicion universal de ACO, se han propuesto diferentes
criterios diagnésticos, por ejemplo, las guias clinicas para la EPOC en Republica
Checa, Finlandia, Espafia y Canada (11, 44, 45) han propuesto sus propios
criterios. Si bien las caracteristicas que debe cumplir un paciente estan bien
establecidas, algunas de ellas no son faciles de implementar en la practica clinica
habitual, lo que dificulta ain mas el diagnostico. Actualmente, los criterios de
diagnéstico para el ACO contintan en revision (33, 38).
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3.3. Células y mediadores implicados en la respuesta inmune de tipo 2.

La respuesta inmune de tipo 2 se caracteriza por una polarizacion de linfocitos T
CD4* a linfocitos Th2 y por la presencia y activacion de linfocitos innatos (ILC2),
produccion de citoquinas como la IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13, cambios de isotipo a
IgE y activacion de células como mastocitos, eosindfilos y baséfilos. Esta respuesta
ocurre de forma natural por la exposicion a una gran variedad de antigenos
derivados de diversos microorganismos, alergenos, venenos y adyuvantes, pero
que de ocurrir de manera alterada lleva a procesos de inflamacion de tipo 2 que en
algunos casos como en el asma resultan en inmunopatologia (46).

La respuesta de tipo 2 esta mediada por varias citoquinas, como la IL-4, IL-5, IL-9 y
IL-13, producidas por los linfocitos Th2 y las ILC2, las cuales son el eje central de
este tipo de respuesta y en menor medida por el resto de las células que participan
en ella. Estas citoquinas se encargan de coordinar varios procesos inflamatorios
implicados en la inmunidad de tipo 2 (47). La IL-4, por ejemplo, promueve la
produccion de IgE por parte de las células B en respuesta a alergenos. La unién de
esta IgE a los receptores Fce de tipo | de alta afinidad (FceRI) en la superficie de
basdfilos, mastocitos, eosinéfilos y un nuevo encuentro con el alergeno, provoca un
entrecruzamiento del complejo anticuerpo-receptor que activa y libera una variedad
de mediadores inflamatorios a través de la desgranulacion. Por otro lado, la IL-5 es
responsable de la eosinofilopoyesis y la quimiotaxis del eosinéfilo a los sitios de
inflamacion, la IL-9 media la hiperplasia de mastocitos y la IL-13 regula la
proliferacion e hiperplasia de las células caliciformes, seguido de la induccién de la
produccién de mucina 'y moco, mecanismo patognomonico en la via aérea asmatica
y en la respuesta contra helmintos. Pero, no debemos apreciar los resultados del
actuar de las citoquinas de forma independiente, sino como un resultado del ciimulo
de citoquinas de tipo 2 presentes en determinado microambiente (48).

La respuesta inmune de tipo 2 en el ACO, al igual que en el asma, se presenta en
el contexto de una respuesta alérgica (49). En la via aérea, la respuesta alérgica
inicia de forma muy temprana en el epitelio, en donde el alergeno hace contacto
generando sefales que activan la inmunidad innata. El contacto del alergeno con el
epitelio inducird una lesion epitelial temprana que conducir4 a la secrecion de
citoquinas de alarma por parte de las células epiteliales. Estas citoquinas de alarma,
bien conocidas como alarminas (IL-25, IL-33 y linfopoyetina estromal timica (TSLP),
estimulan la respuesta inmune tipo 2 a través de la activacion de las ILC2 que con
la produccion de citoquinas caracteristicas de la respuesta de tipo 2, determinaran
un microambiente propicio para la sensibilizacion y la respuesta alérgica (50, 51).
Posterior a esto, los alergenos son procesados a péptidos y presentados por las
células presentadoras de antigeno a los linfocitos T CD4*. Dependiendo de las
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citoquinas y de otras sefales en el contexto de esa presentacion, se favorecera la
diferenciacion de los linfocitos T hacia el perfil Th2. La intensidad de esa respuesta
inmune de tipo 2 esta determinada por factores genéticos que predisponen a tener
un sistema inmune polarizado hacia esa respuesta de tipo 2 (50). Esta polarizacion
hacia células Th2, sumado a la accién de las ILC2 y otras células inflamatorias,
proporcionaran un microambiente rico en IL-4 e IL-13, las cuales estimularan el
cambio de isotipo en el linfocito B para diferenciarse a célula plasmatica y producir
IgE. Este anticuerpo serd el que inicie los procesos tempranos de la reaccion
alérgica y el que perpetuara esta respuesta en el paciente. La IgE estimulara la
degranulacion del mastocito, eosinofilos y baséfilos liberando mediadores que
amplifican la respuesta atrayendo a muchas otras células del sistema inmune, que
en un proceso perenne generara cambios en el tejido que finalmente llevan a la
cronicidad del proceso alérgico. Esta inmunoglobulina puede ser facilmente
cuantificada en sangre mediante inmunoensayos (46).

La literatura ademas evidencia que la IL-4 y IL-13, estimulan la actividad de la iINOS
(Oxido Nitrico Sintasa inducible) principalmente en células epiteliales bronquiales
de la via aérea, induciendo una alta produccion de Oxido Nitrico (NO) en el lumen
de la via aérea el cual puede ser facilmente medido en el aire exhalado (52-54) y
ademas inducen la produccién de periostina por las células del epitelio bronquial,
los eosinofilos, los fibroblastos y las células endoteliales, la cual puede ser medida
en sangre (55). La IL-5 también se produce en grandes cantidades en esta
respuesta y es considerada la citoquina eosinofilopoyética por excelencia, la IL-5 es
la méas importante para el eosindfilo, siendo esencial en su diferenciacion,
crecimiento, activacién y supervivencia (56). El papel de la IL-5 en la diferenciacién
de eosindfilos se ha descrito en muchos estudios, se ha demostrado que los ratones
deficientes de IL-5 no desarrollan eosinofilia en sangre o en los tejidos (57). La
actividad de la IL-5 se aprecia como eosinofilia, un marcador facilmente cuantificable
en sangre. Los niveles de IgE, el 6xido nitrico exhalado, la periostina y la eosinofilia
son facilmente cuantificables y sirven como indicadores de la inflamacion de tipo 2
en la fisiopatologia de estas enfermedades (Figura 3).
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Figura 3. Representaciéon esquematicade las células y mediadores implicados en larespuesta
inmune de tipo 2. EOS: eosindfilos, DC: Células dendriticas, FIBRO: fibroblastos, BAS: basdfilos,
MAST: mastocitos.
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3.4. Biomarcadores y su potencial utilidad en el diagndstico de ACO.

Durante la ultima década y en los tiempos de la medicina de precision, se han
integrado cada vez mas en las estrategias clinicas de manejo de enfermedades
cronicas como el ACO, los biomarcadores individuales o compuestos, que han
demostrado ser fundamentales en el contexto de un manejo basado en la medicina
personalizada, en la cual se busca identificar factores que permitan clasificar
pacientes con el fin de proporcionar un manejo orientado segun su condicion (58).
Los biomarcadores son criticos para el desarrollo del ejercicio médico, pero persiste
una confusion significativa con respecto a las definiciones y conceptos
fundamentales involucrados en su uso en la investigacién y la practica clinica,
particularmente en los campos de las enfermedades cronicas como el asma y la
EPOC. Los biomarcadores son aquellas sustancias caracteristicas que al ser
medidos funcionan como un indicador de procesos bioldgicos normales, procesos
patogénicos o respuestas a una exposicion o intervencion. Un biomarcador de
diagnéstico detecta o confirma la presencia de una enfermedad o condicion de
interés o identifica a un individuo con un subtipo de la enfermedad. A medida que
avanzamos en la era de la medicina de precision, este tipo de biomarcador
evolucionara considerablemente (59). Dichos biomarcadores pueden usarse no
solo para identificar a las personas con una enfermedad, sino también para redefinir
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la clasificacion de la enfermedad. Este se debe poder medir con suficiente precision
y fiabilidad y debe existir una metodologia que asegure que el biomarcador se pueda
medir de manera confiable, precisa y repetible a un bajo costo (59). Mediante
diversas estrategias de investigacion que incluyen rastreos gendmicos de
susceptibilidad genética, protedmica, transcriptbmica, entre otras, se han podido
establecer biomarcadores candidatos de asmay EPOC (60-67). Pero no todos estos
biomarcadores pueden ser aplicados en el ambito clinico, para cada uno de estos
hay que considerar su nivel de expresion, localizacion en la célula, estabilidad,
asociaciones con otras moléculas, entre otras. La integracion de los procesos
biolégicos en los que participan estos biomarcadores ha permitido identificar
caracteristicas clave de la fisiopatologia de enfermedades como el asmay la EPOC,
por ejemplo, los conocimientos de las interacciones bioldgicas de biomarcadores
estudiados en la EPOC han permitido identificar vias patogénicas importantes
relacionadas con el neutréfilo y el eosindfilo (68). Los biomarcadores entonces
vendrian siendo productos presentes en las vias biolégicas de la fisiopatologia de
la enfermedad, por ende, hay razones de peso para enfocar la blsqueda de
potenciales biomarcadores hacia estas moléculas que pueden ser detectadas como
proteinas o metabolitos en plasma (59). Los diferentes mecanismos inflamatorios
de tipo 2 y no de tipo 2 involucrados en el asma y la EPOC, se encuentran
superpuestos en el ACO, en donde se presenta segun hallazgos un proceso
inflamatorio heterogéneo. Por lo tanto, no puede considerarse un fenotipo
especifico de ninguno de ellos lo que hace aun mas dificil la identificacion de esta
entidad (69).

3.5. Biomarcadores inflamatorios en la diferenciacién del ACO de la EPOC
y del asma.

Varios estudios han documentado diferencias en los niveles de varias moléculas
inflamatorias, en pacientes con ACO, EPOC y asma. De esas se han destacado
como diferenciadores de estas entidades el FeNO, los eosindfilos en sangre y los
niveles circulantes de IgE (70-74). El FeNO es un marcador facilmente medible,
sensible, reproducible y no invasivo de la inflamacion de tipo 2. En consecuencia,
el FeNO se usa ampliamente para diagnosticar y controlar el asma (75, 76). La
viabilidad de usar el FeNO para diferenciar a los pacientes con ACO de los
pacientes con EPOC y asma sigue sin estar clara. Se ha planteado que el FeNO
podria usarse en la practica clinica para diferenciar ACO de EPOC (71, 77), sin
embargo, en la actualidad es muy poco conocido el papel de este en la fisiopatologia
del ACO y aunque el nivel de FeNO es mas alto en pacientes con ACO que en
aguellos diagnosticado con EPOC, todavia no esta claro si existe un limite de los
niveles de FeNO que pueda ayudar a identificar paciente con ACO tal y como se
refleja en el estudio publicado por Mostafavi-Pour-Manshadi & cols (78). Sin
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embargo, otros estudios reportan que los valores de FeNO eran sustancialmente
mas altos en pacientes con ACO a comparacion de aquellos con EPOC, indicando
gue la medicion de FeNO es un método simple, reproducible y no invasivo para
diferenciar ACO de EPOC, pero ademas encontraron diferencias significativas en
las mediciones de FeNO entre los grupos de pacientes con diagnéstico de ACO,
EPOC y asma (P <0.001). El valor promedio de FeNO en pacientes con ACO fue
de 27 ppb (partes por billon), significativamente mayor que el del grupo de EPOC
18 ppb (P <0.001). El valor de FeNO en pacientes con asma fue de 45 ppb,
significativamente mayor que el de los otros dos grupos (P <0.001) (71). En un
estudio retrospectivo se evaluo si estos biomarcadores inflamatorios eran Gtiles para
el diagnostico de ACO, demostrando que un punto de corte de FeNO de 25 ppb fue
clave para diferenciar ACO de EPOC. Ademas, un nivel de FeENO = 25 ppb
combinado con un recuento de eosindfilos en sangre = 250 células/p mostrd una
alta especificidad (96.1%) para diferenciar ACO de EPOC. Los resultados de este
estudio demuestran la utilidad del FeNO y los eosindfilos sanguineos para el
diagnostico de ACO (73).

En otro estudio, se informo que las combinaciones de biomarcadores caracteristicos
de la respuesta inflamatoria de tipo 2 mostraron una alta especificidad para el
diagnéstico de ACO en una cohorte de pacientes con diagnoéstico previo de
EPOC. La combinacion de FeNO > 23 ppb e IgE > 434 Ul/ml mostrd (94.1%) de
especificidad, (37.8%) de sensibilidad, (51.9%) de valor predictivo positivo (VPP) y
(90.0%) de valor predictivo negativo (VPN). La combinacion de FeNO > 23 ppb y
recuento de eosindfilos > 156,2 / mm 2 mostré una especificidad del (85,5%), una
sensibilidad del (59,5%), un (40,7%) de VPP y un (92,6%) de VPN. La combinacion
de IgE > 434 Ul/ml y recuento de eosindfilos > 156,2 mm?2 mostré (92,3%) de
especificidad, (40,5%) de sensibilidad, (46,9%) de VPP y (90,2%) de VPN. La
combinacion triple (FeNO > 23 ppb, IgE > 434 Ul/ml y recuento de eosindfilos >
156.2 mm3) mostr6 (96.8%) de especificidad, (37.8%) de sensibilidad, (66.7%) de
VPP y (90.3%) de VPN (Tabla 1) (70).
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Tabla 1. Biomarcadores caracteristicos de la respuesta inmune de tipo 2 en el diagndstico de

ACO.

Diagndstico de
ACO.

FeNO > 23 ppb + IgE > 434
ul/ml

Especificidad: 94.1%
Sensibilidad: 37.8%
VPP: 51.9%
VPN: 90.0%

FeNO > 23 ppb +
eosinofilos en sangre >
156,2/mm?3

Especificidad: 85.5%
Sensibilidad: 59.5%
VPP: 40.7%
VPN: 92.6%

IgE > 434 Ul/ml +
eosinofilos en sangre >
156,2/mm?3

Especificidad: 92.3%
Sensibilidad: 40.5%
VPP: 46.9%
VPN: 90.2%

FeNO > 23 ppb + IgE > 434
Ul/ml + eosinéfilos en

sangre > 156,2/mm?3

Especificidad: 96.8%
Sensibilidad: 37.8%
VPP: 66.7%

Kobayashi S, Int J
Chron Obstruct
Pulmon Dis. 2016.

VPN: 90.3%

FeNO: Fraccion Exhalada de Oxido Nitrico, VPP: Valor Predictivo Positivo, VPN: Valor Predictivo
Negativo, ACO: superposicién Asma/EPOC.

La eosinofilia en sangre es considerada como un marcador de respuesta de tipo 2,
sin embargo, aunque el valor diagnoéstico de esta ha sido bien sustentado en
algunos contextos este marcador debe ser considerado cuidadosamente en
regiones tropicales como la nuestra, donde las infecciones parasitarias son
frecuentes (79). Por otra parte, la determinacion de biomarcadores de eosinofilos y
del epitelio bronquial como la periostina, que indiquen activacién dependiente de
inflamacion de tipo 2, tiene potencial como biomarcador diferenciador de ACO y
EPOC. Shirai & cols, en un estudio reciente refieren que en su poblacion a estudio
la periostina sérica se detectd en niveles altos tanto en pacientes con asma como
en pacientes diagnosticados con ACO, pero no en EPOC (80).

En cuanto a la IgE, se sabe que es un marcador cardinal de sensibilizacién alérgica
y de la inflamacién de tipo 2. En la literatura los niveles de este biomarcador en
sangre han sido examinados en el contexto del ACO. Soler-Cataluna & cols idearon
una definicion de ACO, basada en el consenso de expertos, que incluia una IgE alta
COMo un criterio menor, aunque no se proporciono un umbral de IgE como punto de
corte (81). Esta definicion se aplico a un estudio observacional de 3125 pacientes
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con EPOC en Espafia, encontrando que los pacientes con diagnéstico de ACO
tenian niveles mas altos de IgE en comparacién con pacientes con EPOC (82). Un
estudio japonés compar6é 37 pacientes con ACO y 220 pacientes con EPOC y
encontré que los participantes con ACO tenian un mayor nivel de IgE total (> 173
Ul/ml) o una IgE especifica positiva a un panel de alérgenos (70). Sin embargo, en
un estudio reciente Hersh & cols encontraron que, al medir la IgE total y especifica
en un grupo de pacientes con ACO, la incorporacion de esta no mejoré claramente
la definicién clinica de ACO (72). Se ha reportado que citoquinas caracteristicas de
la respuesta de tipo 2 como la IL-13 e IL-5 se presentan en niveles plasmaticos
intermedios en pacientes con ACO a comparacion de lo detectado en pacientes con
asmay EPOC (69).

3.6. Biomarcadores no T2 en la diferenciacion del ACO de la EPOC y del
asma.

Se han descrito otros biomarcadores inflamatorios que no son caracteristicos de la
respuesta de tipo 2 en la fisiopatologia del ACO (83). Se han visto diferencias en los
niveles séricos de algunos de estos biomarcadores en pacientes con asma, ACO y
EPOC. Por ejemplo, se ha observado que niveles séricos de IL-8 se encuentran
aumentados en pacientes con EPOC y ACO en comparacion de lo detectado en
pacientes con asma (69). En el estudio de Ding Q & cols, se reporté que los niveles
séricos de IL-8 y el Factor de Crecimiento Endotelial Vascular-A (VEGF-A)
mostraron una alta sensibilidad y especificidad para el diagndstico de ACO, sin
embargo concluyen que teniendo en cuenta la amplia expresion de IL-8 y VEGF-A
en la mayoria de los tejidos, es necesario identificar biomarcadores que sean mas
especificos de ACO (84). En otro estudio Huang & cols, reportaron que los niveles
plasmaticos de las citoquinas IL-8 y el Factor de Necrosis Tumoral Alpha (TNF-a)
tienen diferencias significativas entre pacientes con asma, ACO y EPOC (85).

Tammola & cols, mostraron ademas que los niveles plasméaticos de IL-6 son
significativamente mas altos en pacientes con ACO y pueden diferenciar este
fenotipo de pacientes con asma (86). Los hallazgos de niveles elevados de IL-6 en
pacientes con ACO comparado con pacientes asmaticos y controles sanos también
han sido reportados por Fu & cols (87). En otro estudio publicado por Kubysheva &
cols, se report6 que valores de TNF-a detectados en pacientes con ACO estadio IV
eran 2,1 veces mas bajos que aquellos detectados en pacientes con EPOC estadio
GOLD-IV (p = 0,001), también se encontrd que los niveles séricos de IL-17 fueron
menores en pacientes con ACO estadio IV (p = 0,016) en comparacion de lo
detectado en pacientes con EPOC estadio GOLD-IV. Ademas, reportan que los
niveles séricos de IL-18 en pacientes con ACO tienden a aumentar de forma
significativa de acuerdo con el estadio de gravedad de la enfermedad. La
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concentracion maxima de este mediador proinflamatorio se encontré en pacientes
con ACO estadio 1V, la cual fue 1,8 veces mayor que en pacientes con ACO con
una FEV1 conservada. Esto no se observé en el grupo de pacientes con EPOC o
asma (88). En el estudio de Ghosh & cols, se realizé un analisis multiplexado de
biomarcadores inflamatorios en el suero de pacientes con asma, EPOC, ACO y
sujetos control, encontrando que los niveles de citoquinas del perfil Th1l, como TNF-
a e IFN-y, se encontraban significativamente mas elevados en las muestras de los
pacientes con ACO con respecto al asma y los controles. La mayor concentracion
de estas citoquinas se observd en pacientes con EPOC. Los niveles de TGF-B
fueron mas altos en pacientes con EPOC seguidos de ACO, lo que probablemente
se deba a los cambios estructurales en el epitelio de las vias respiratorias de estos
pacientes. Encontraron ademas que el nivel sérico de la IL-6 es el mas alto en
pacientes con ACO mostrando diferencias significativas con los pacientes con
asma, EPOC y sujetos control (89). Ademas de los marcadores de inflamacion tipo
2 descritos anteriormente; en este estudio realizamos la cuantificacion de 92
marcadores inflamatorios incluyendo la IL-8, IL-6, VEGFA, IL-18, el TNF- a entre
otros.
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4. Hipotesis

Existen diferencias en los niveles de biomarcadores inflamatorios entre pacientes
con asma, EPOC, ACO y sujetos control.

5. Objetivos.

5.1. Objetivo General

Realizar un analisis comparativo de los niveles de biomarcadores inflamatorios
detectados en pacientes con asma, EPOC, ACO y sujetos control que nos permita
evaluar su utilidad en el diagnéstico diferencial del ACO con el asmay la EPOC.

5.2. Objetivos especificos

e Cuantificar los niveles de biomarcadores caracteristicos de la respuesta
inmune de tipo 2 (FeNO, inmunoglobulina E (IgE) total y especifica,
eosinofilos en sangre periférica, periostina) en casos y controles.

e Cuantificar los niveles séricos de 92 biomarcadores inflamatorios mediante
un ensayo de extension de proximidad multiplexado.

e Comparar los niveles de los biomarcadores detectados entre casos y
controles.

e Evaluar la sensibilidad y especificidad de estos biomarcadores y sus
combinaciones como predictores de ACO.
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6. Metodologia

6.1. Disefo del estudio

Este es un estudio multicéntrico de casos y controles, donde se evaluaron
caracteristicas demograficas, clinicas y paraclinicas en cuatro grupos de individuos
clasificados con base en un fenotipo de enfermedad (asma, EPOC o ACO) y su
ausencia, sujetos sanos (grupo control).

6.2. Poblacion del estudio

La poblacion a estudio pertenece a la cohorte “identificacion de biomarcadores en
asma y EPOC” (IBACO) conformada por un grupo bien caracterizado de sujetos
adultos de 40 a 90 afios con diagnostico de asma (n = 123), EPOC (n = 100) y ACO
(n = 74) y controles sanos (n = 100), reclutados entre febrero de 2018 y marzo de
2020, que cumplian con los criterios de inclusion. La poblacion a estudio son
residentes de dos ciudades de Colombia: Cartagena y Bogota.

A partir de estos se realizd la recoleccibn de muestras biologicas, datos
epidemioldgicos y datos clinicos. Cartagena es una ciudad tropical ubicada en la
costa norte caribefia de Colombia (10 °23' 59" norte, 75° 30" 52" oeste) con una
temperatura media anual de 28 °C y 80.8% de humedad relativa y Bogota es una
ciudad templada ubicada sobre el altiplano cundiboyacense de la cordillera oriental
de los andes Colombianos, a una altitud de 2.650 metros sobre el nivel del mar, (4°
35'56" norte, 74° 04' 51" oeste) con una temperatura media anual de 13.5 °C y 80%
de humedad relativa. Los pacientes reclutados de la ciudad de Cartagena se
evaluaron en la consulta de neumologia en la Clinica Respiratoria y de Alergias. Los
pacientes reclutados en la ciudad de Bogota se evaluaron en la consulta de
neumologia de la Fundacion Neumolégica Colombiana. El estudio fue aprobado por
los comités de ética de la Universidad de Cartagena (nr.4169722017) y de la
Fundacién Neumoldgica Colombiana (nr.232-07122017). A todos los participantes
se les solicito la firma de un consentimiento informado por escrito, como aprobacion
para su participacion en el estudio.

6.3. Tamarfo de la muestra

El estudio buscara refutar la hipotesis nula de que no existen diferencias en los
niveles de biomarcadores estudiados entre los grupos de estudio. En caso de que
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la prueba global de significancia estadisticamente significativa con cada
biomarcador, se buscaran las diferencias estadisticas entre los diferentes grupos.
Basados en los medias y desviaciones estandar derivadas de los datos disponibles
para cinco marcadores previamente conocidos (90, 91) se calculé el tamafio de
muestra necesario para obtener los valores de n por grupo de interés en funcion del
poder estadistico (90, 85y 80%), de error alfa (0.05, 0.025 y 0.01%), y de la minima
diferencia detectable en relacién a la desviacién estandar, bajo el supuesto de
varianzas iguales entre grupos y de igual tamafio de muestra por grupo de estudio.
90 pacientes por grupo de estudio (controles, asma, ACO y EPOC) pueden dar
suficiente precision para diferencias medias con un adecuado poder estadistico. Por
ende, en este estudio se reclutaron un total de 397 participantes. Para los calculos
de poder Post-hoc usamos la herramienta Post-hoc Power Calculator
(https://clincalc.com/stats/Power.aspx) asumiendo un disefio de dos muestras
independientes y colocando la media y la desviacion estandar para cada variable
continua que observamos entre los grupos a comparar con un nivel alfa de 0.05
para error tipo I.

6.4. Criterios de inclusion y exclusion

Los criterios diagnosticos para los grupos de pacientes reclutados en el estudio
(EPOC, asma o ACO) se presentan en la Tabla 2 y estdn basados en la guia
(GeseEPOC)-(GEMA) 2017 (11). Aquellos pacientes que cumplian con los criterios
diagnésticos cumplieron ademés con todos los criterios de inclusion y ninguno de
exclusion (Tabla 3), esto con el fin de incluir pacientes que al momento de las
mediciones se encuentren sin exacerbaciones, ni comorbilidades que pudieran
afectar los resultados. A todos los participantes se les realizo un cuestionario de 119
preguntas, de sintomas respiratorios, condiciones de vida, comorbilidades y otros
sintomas alérgicos. Este cuestionario fue validado en el Instituto de Investigaciones
Inmunolégicas y en la Fundacion Neumolégica Colombiana. Este estudio recopilo
de cada paciente informacion detallada de aspectos socio demograficos, calidad de
vida, exposicion a factores de riesgo como el tabaquismo y humo de lefa,
antecedentes personales y familiares de enfermedades alérgicas, exposicion a
helmintos y el tipo de tratamiento que recibe el paciente al momento del examen.
Ademas, este incluird el indice de comorbilidad de Charlson, para identificar
individuos con enfermedades que pudieran afectar el rendimiento del estudio.
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Tabla 2. Criterios diagnésticos para la definicion de los fenotipos en el estudio.

Espirometria

Factores de riesgo Otros

EPOC FEV1/FVC post BD < 70%

Alguno de los siguientes:

e  Exposicién al humo de
lefia > 10 afios

e  Tabaquismo o ex
tabaquismo > 10
paquetes/afio

Asma FEV1 post BD = 12% y = 200ml

Alguno de los siguientes:

e  Sintomas respiratorios
de curso variable como
sibilancias, tos y
opresion toracica o
crisis de disnea de
intensidad variable.

ACO FEV1/FVC post BD < 70%

e Diagndstico de asma | Si el diagndstico de asma
previo. no puede ser establecido,

se aceptara una Post BD

e  Factores de riesgo para | (FEVi2 15% y 2400 ml) o
EPOC vy caracteristicas | eosinofilia en sangre (2
de asma, entre las que | 300 eosindfilo s/ul).
se incluyen
manifestaciones
clinicas, biolégicas o
funcionales.

FEV:: Volumen Espiratorio Forzado en el 1ler segundo, FVC: Capacidad Vital Forzada, PBD: Prueba Broncodilatadora, ACO:
superposicion Asma/EPOC, EPOC: Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica.

Tabla 3. Criterios de inclusién y exclusién para los pacientes del estudio.

Criterios de inclusiéon

Criterios de exclusion

diagndsticos mencionados
- Adultos sanos

Sujeto de cualquier género, de 40 a 90 afios | Exacerbacion de asma, EPOC o ACO en las
perteneciente a uno de los siguientes dos grupos: tltimas 8 semanas

- Pacientes con diagnéstico de asma, EPOC
0 ACO, confirmado por uno de los médicos
investigadores de acuerdo con los criterios

Estabilidad del asma, EPOC o ACO en las Ultimas 8 Infeccion respiratoria 0 no respiratoria en las
semanas dltimas 8 semanas
Tratamiento médico éptimo en las Ultimas 8 semanas Comorbilidades no controladas

Firma de consentimiento informado por escrito.

Enfermedad neoplasica activa

Inmunosupresion por condicidn patolégica o
de origen farmacologico (terapias
inmunosupresoras)
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6.5. Evaluacion clinica y desarrollo de escalas de calidad de vida

A todos los pacientes incluidos en el estudio se les realizaron cuestionarios de
calidad de vida y evaluacién clinica segun el diagnostico del paciente. Para
pacientes diagnosticados con asma se realizaron los Cuestionarios de control del
asma (ACQ-5) (92) y el cuestionario respiratorio St. George’s (SGRQ) (93), para
pacientes con diagnéstico de EPOC la prueba de evaluacion de la EPOC (CAT) (94)
y SGRQ y para pacientes con diagndéstico de ACO los cuestionarios CAT, ACQ-5y
SGRQ. Estos cuestionarios indagan la sintomatologia, calidad de vida y el control
de la enfermedad.

6.6. Pruebas de funcién pulmonar

Las pruebas de funcién pulmonar las realizo una fisioterapeuta entrenada en esta
area, siguiendo los criterios de la Asociacion Americana de Térax y la Sociedad
Europea de Enfermedades respiratorias (ATS y ERS), utilizando un espirometro
digital spirobank 11® (MIR Medical International Research, IT) el cual debe estar
debidamente calibrado. Esta prueba permitié establecer la capacidad vital forzada
(FVC), el volumen espiratorio forzado en el primer segundo (FEV1) y la relacién
FEV1/FVC, la interpretacion de las espirometrias fue realizada por un neumélogo de
adultos vinculado como coinvestigador en el marco del proyecto en cada uno de los
centros.

6.7. Cuantificacion de los niveles de FeNO

La medicion de FeNO fue realizada por un médico entrenado en este procedimiento,
utilizando el equipo portatil NObreath® (Bedfont, Scientific, UK). A cada paciente
testeado se le suministro una boquilla desechable. Antes de cada medicion a los
pacientes se les brindaban instrucciones claras del procedimiento a seguir y
posterior a esto se realizaron 3 mediciones por paciente. El medico encargado de
la toma debia constatar que cada paciente realizara una espiracion al interior del
equipo a un flujo mantenido de 50 ml/s, controlado por un medidor de flujo aéreo
visible, facilitando y asegurando el flujo aéreo adecuado, esto siguiendo las
recomendaciones de la American Thoracic Society (ATS). Los resultados se
expresaron en ppb (partes por billon). Previo a la medicion de FeNO a cada uno de
los individuos se les interrogaba por consumo de cigarrillo reciente, ayuno completo
y sobre si habian tenido infecciones respiratorias en los Ultimos 2 meses, de manera
gue unicamente se les realizo la medicion a aquellos que habian reportado no haber
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consumido cigarrillo en las 48 horas previas, estar en ayuno de al menos 12 horas,
no haber consumido alcohol, ni haber presentado sintomatologia de infecciones
respiratorias en los ultimos 2 meses. Por razones logisticas no se realizaron las
mediciones de FeNO de los participantes de la ciudad de Bogota.

6.8. Toma de muestras de sangre

Las muestras de sangre fueron tomadas en ayuno, mediante técnica de
venopuncion antecubital por una enfermera entrenada utilizando agujas vacutainer
21G. Se tomaron 4 ml de sangre en tubos EDTA para la realizacion de hemograma
de tipo IV con recuento de eosinofilos y se tomaron 10 ml en tubo heparinizado para
la obtencién de plasma para la cuantificacion de niveles de IgE, periostina y
proteinas inflamatorias en el plasma.

6.9. Procesamiento de muestras de sangre

Posterior a la toma de muestras de sangre, los tubos heparinizados fueron llevados
a los laboratorios de procesamiento en un plazo de maximo 30 minutos desde su
toma. Para la obtencion de plasma las muestras de sangre fueron centrifugadas a
1000 x g durante 15 minutos. Una vez finalizado este paso el plasma fue
cuidadosamente separado con puntas de micropipeta estériles y colocado en
alicuotas en tubos eppendorff estériles. Cada uno de estos tubos se rotulaban con
cbdigos especificos que anonimizaran a cada uno de los participantes del estudio.
Las muestras fueron almacenadas inmediatamente a -80°C hasta su uso.

6.10. Cuantificacion de eosindfilos en sangre

La cuantificacidon de eosinofilos en sangre se realizé6 mediante hemocitometria y fue
expresada en porcentaje (%) y células/ul. Niveles elevados de eosinéfilos en sangre
fue definido como = 300 células/ul o > 5% (95). Este procedimiento se llevé a cabo
en el laboratorio clinico del Dr. Eduardo Fernandez en la ciudad de Cartagena y en
el laboratorio clinico de la Fundacién Neumoldgica Colombiana en la ciudad de
Bogota. Ademas de los conteos de eosinofilos, se obtuvieron los conteos de
neutrofilos, monocitos, linfocitos y su formula diferencial.
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6.11. Cuantificacion de los niveles de IgE total y especifica en plasma

Los niveles de IgE total y especifica fueron determinados mediante
ImmunoCAP100® (Thermo Fisher Scientific, EE.UU) siguiendo las indicaciones del
fabricante. Primero se realizé la aleatorizacion de las muestras y el dia de los
analisis se descongelaron en bafio de maria a 37°C y se dispensaron 500 pl de
plasma en tubos de 5 ml. Una vez atemperados los reactivos y precalentado el
equipo, fueron cargadas las muestras y los reactivos en las posiciones que el
ImmunoCap 100 especifico.

Para los niveles de IgE total se utilizé una curva de calibracién con un rango entre
2 a 5000 kU/I (2, 10, 50, 200, 1000, 5000 KU/I). Para la IgE especifica se utilizdé una
curva de calibracion de 0.35 a 100 kUa/l. (0.35, 0.7, 3.5, 17.5, 50, 100 kUa/l.) y se
evaluo la reactividad a los acaros domésticos Dermatophagoides pteronyssinus (d1)
y Blomia tropicalis (d201). También se determiné la reactividad IgE al nhematodo
Ascaris lumbricoides (pl). Para considerar sensibilizacidon IgE positiva se utilizé un
cut-off de 0.35 kUa/l.

6.12. Cuantificacion de periostina

Para la cuantificacion de periostina se implement6 el kit Human Periostin/OSF-2
DuoSet de ELISA tipo sandwich cuantitativo (R&D Systems, EE.UU), con un rango
de deteccion de 63-4000 pg/ml. Siguiendo las indicaciones del fabricante, primero
se cubrieron las microplacas de 96 pocillos con 100 ul por pocillo del anticuerpo de
captura diluido en PBS, luego se sell6 la placa con tira adhesiva y se incubo durante
la noche a temperatura ambiente. Posterior a la incubacién se realizaron 3 lavados
usando un lavador de microplacas Wellwash® (Thermo Fisher Scientific, EE.UU).
Después de cada lavado, se eliminaba cualquier resto del buffer de lavado
invirtiendo la placa y secandola contra toallas de papel limpias. Luego se procedié
a bloquear la placa agregando 300 ul de BSA al 1% en PBS, pH 7.2-7.4 (reactivo
diluyente), a cada pocillo y se incubo a temperatura ambiente durante 1 hora.
Posterior a esto repetimos los 3 lavados y procedimos a agregar 100 ul de muestra
de plasma diluidas (1:25, 1:50) en BSA al 1% en PBS, pH 7.2-7.4 por pocillo y
cubrimos con tira adhesiva e incubamos por 2 horas a temperatura ambiente. Luego
se realizaron 3 lavados y se procedi6 a afiadir a cada pocillo 100 ul del anticuerpo
de deteccion biotinilado diluido en BSA al 1% en PBS, pH 7.2-7.4 y se incubo
durante 2 horas a temperatura ambiente. Al término de la incubacién se realizaron
3 lavados y se agreg6é a cada pocillo 100 pl de la dilucion con estreptavidina
conjugada con peroxidasa de rabano picante (HRP). Luego se incubo la placa
durante 20 minutos a temperatura ambiente. Al finalizar se realizaran 3 lavados y
se agregaron 100 pl de solucién de sustrato a cada pocillo. Por ultimo, la placa se
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incubo durante 20 minutos a temperatura ambiente y se agregé a cada pocillo 50 pl
de solucion de parada. La densidad Optica de cada pocillo se determiné usando un
espectrofotometro Multiskan GO® (Thermo Fisher Scientific, EE.UU) ajustado a 450
nm. La densidad optica obtenida para cada muestra fue extrapolada segun los
valores de la curva estandar (62.5, 125, 250, 500, 1000, 2000, 4000 pg/ml) mediante
regresion 4PL y expresados en pg/mL.

6.13. Cuantificacion de proteinas plasmaticas.

Para el perfilamiento del plasma, las muestras fueron distribuidas aleatoriamente en
placas de 96 pocillos y se midieron los niveles de proteinas mediante el ensayo de
extension de proximidad (PEA) (26) (Figura 4), utilizando el Panel de Inflamacién
Target 96 de Olink (Olink Proteomics, Analysis Service Facility, EE. UU.) que incluye
una amplia seleccion de proteinas que han sido determinadas como de peffil
inflamatorio en diversas enfermedades inflamatorias. Se detectaron un total de 67
de 92 moléculas inflamatorias en el plasma heparinizado (73%). Los niveles de
proteina normalizados se expresaron como unidades NPX (escala log2). El
coeficiente de variacidbn promedio intraensayo e interensayo (%CV) fue de 6% y
11%, respectivamente. Se retiraron nueve muestras porque no pasaron el control
de calidad (QC). Veinticinco proteinas tenian valores por debajo del limite de
deteccion (LOD) y se eliminaron del analisis.

) -}

Inmunoensayo Extension Amplificacion

gqPCR
microfluidica

Figura 4. Representacién esquematica de un ensayo de extensién por proximidad (PEA).
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7. Andlisis estadistico.

Los analisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando los programas SPSS version
20 (IBM Corp, EE.UU), GraphPad Prism version 7 (GraphPad Software Inc, EE.UU)
y RStudio versién Desktop 1.4.1106 (RStudio PBC, EE.UU). Se compararon las
variables cualitativas y cuantitativas entre casos y controles. Los andlisis
estadisticos para comparacion de variables cualitativas se realizaron mediante la
prueba estadistica de chi cuadrado o el test exacto de Fisher. Para conocer la
distribucion de las variables cuantitativas se aplicé la prueba estadistica de
Kolmogorov Smirnov. Para la descripcion de los niveles se usaron medias con
desviacion estadndar o medianas con rango interquartil dependiendo de la
distribucion de las variables (paramétricas o no paramétricas). Para el andlisis de
variables continuas, la comparacion entre dos grupos se realizé implementando la
prueba estadistica t-test o la prueba de Mann-Whitney segun la distribucién de las
variables. Para la comparaciéon de mas de dos grupos se aplicd el andlisis de
varianza (ANOVA) y la prueba de Kruskal Wallis segun la distribucion de las
variables. Se realizaron analisis de correlacion entre los niveles de biomarcadores
tipo 2 con parametros clinicos y demograficos. La sensibilidad y especificidad de los
biomarcadores inflamatorios se evalué mediante un analisis estadistico de area bajo
la curva (AUC) empleando el programa SPSS (IBM. Corp). Se realizaron andlisis
combinados para determinar la sensibilidad y especificidad de las combinaciones
de biomarcadores dicotomizados con el programa MedCalc
(https://www.medcalc.org/calc/diagnostic_test.php). Se usaron métodos de
regresion lineal para evaluar el efecto de las covariables edad y género sobre las
asociaciones entre biomarcadores inflamatorios y el fenotipo ACO. Se considero
estadisticamente significativo un valor de P < 0.05 y se hicieron correcciones para
False Discovery Rate (FDR).

8. Resultados

8.1. Caracteristicas de la poblacion.

Esta cohorte es representativa de pacientes adultos de un entorno urbano en un
pais de ingresos medios en la cual se incluyeron 397 participantes: 123 pacientes
con diagnostico de asma (38 hombres y 85 mujeres; edad promedio: 60,2 + 10,9
afos), 100 pacientes con diagnostico de EPOC (60 hombres y 40 mujeres; edad
promedio: 71,9 £ 7,9 afos), 74 pacientes con diagnéstico de ACO (43 hombres y 31
mujeres; edad promedio: 67,4 + 10,7 afios) y 100 sujetos voluntarios sanos (37
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hombres y 63 mujeres; edad promedio: 56,3 + 12,9 afios). Aunque se intent6
encontrar controles con la misma distribucion de edad y género que los pacientes,
en este estudio los controles fueron mas jovenes que los pacientes y hubo una
mayor representacion del género femenino en los pacientes con asma y en los
controles sanos. Las caracteristicas clinicas y sociodemograficas se presentan en
la (Tabla 4).

Comparado con los otros grupos, los pacientes con asma mostraron un indice de
masa corporal mas alto, niveles de eosindfilos, FeNO y de IgE total y especifica mas
altos y unos parametros de reversibilidad de la funcién pulmonar post-bd mas alto
gue en los pacientes con EPOC y ACO. Como era lo esperado los pacientes con
EPOC mostraron un patrén obstructivo en las pruebas de funcion pulmonar y
mostraron niveles elevados de neutrdéfilos y monocitos.

Los pacientes con ACO mostraron una frecuencia de tabaquismo mucho mas alta
qgue los asméticos y comparable con los pacientes de EPOC. La prevalencia de
rinitis alérgica fue mucho mas alta que en los pacientes con EPOC y en las pruebas
de funcion pulmonar mostraron un patron obstructivo. Los eosindéfilos mostraron
niveles mas bajos comparados con los pacientes asmaticos, pero tuvieron los
conteos mas altos de neutréfilos. Cabe resaltar que los niveles de FeNO, IgE total
y IgE especifica fueron comparables con aquellos de los pacientes asmaticos.
Mientras que los pacientes con ACO presentaban un mayor nimero de neutréfilos
y los pacientes con EPOC un mayor nimero de monocitos. No hubo diferencias en
el nimero de linfocitos y basofilos entre los grupos. No se detectaron diferencias en
la concentracion de periostina sérica entre los grupos.

En la (Figura 5) se presenta un diagrama con las muestras analizadas y aquellas
que fueron excluidas por razones logisticas o técnicas.
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participantes (n) = 397

Numero total de

Participantes con diagnosticé medico de

enfermedad obstructiva de la via aerea (n) = 297

FEV1/FVC post BD < 70%
+
Factores de riesgo

EPOC (n) = 100

FEV1 post BD > 12% y > 200ml Definiciones de asma y de
w EPOC
Factores de riesgo
Asma (n) =123

ACO (n) = 74

volumen espiratorio forzado en el
broncodilatador.

Participantes
sanos (n) = 100

FeNO

Eosinéfilos en sangre
IgE especifica y total en plasma
Periostina en plasma
Ensayo de Extension de Proximidad (PEA)
Espirometria
Cuestionarios clinicos respiratorios

No se realizo el test de FeNO en 197

participantes

EPOC = 50

Asma = 66

ACO =31
Controles = 50

Se retiraron 9 muestras del PEA por
inadecuado control de calidad

EPOC =1
Asma=5
ACO=1
Controles = 2

Comparacion de variables

de marcadores asociados a ACO

e identificacion

Figura 5. Flujograma con la descripcion de las muestras analizadas en el estudio. VEF1:
primer segundo, CVF: capacidad vital forzada, BD:
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Tabla 4. Caracteristicas demogréficas y clinicas de los participantes del estudio.

Asma ACO EPOC Controles P value
(h=123) (n=74) (n=100) (h=100)
Edad, M (DS) 60,2 (10,9) 67,4 (10,7) 71,9 (7,9) 56,3 (12,9) < 0,0001
Género femenino, n (%) 85 (69,1) 31 (41,9) 40 (40) 63 (63) <0,0001
IMC (kg/m?), M (DS) 27,7 (4,6) 25,7 (4,9) 25,1 (4,5) 25,2 (3,9) < 0,0001
Tabaquismo alguna vez, si, n (%) 44 (35,8) 61 (82,4) 92 (92) 24 (24) <0,0001
indice paquete afio, M (DS) 19(5,7) 20,1 (26,7) 31,9 (26,7) 1,3(4,4) < 0,0001
Tabaquismo pasivo, si, n (%) 59 (48) 34 (45,9) 51 (51) 33(33) 0,052
Exposicién al humo de lefia, si, n (%) 29 (23,6) 37 (50) 32 (32) 17 (17) < 0,0001
Edad de aparicién de las sibilancias, n (%)
<5 7(5,7) 10 (13,5) 0(0) n/a
5-14 34 (27,6) 16 (21,6) 1(1) n/a -
15-40 41 (33,3) 13 (17,6) 8(8) n/a
>40 32 (26,0) 27 (36,5) 44 (44) n/a
Rinitis alérgica, si, n (%) 80 (65) 38 (51,4) 23 (23) 12 (12) < 0,0001
Visitas a UR en el dltimo afio debido a 1,2(3) 0,6 (1,2) 0,8 (2) 0 <0,0001
exacerbacion respiratorias, M (DS)
Score disnea (MMRC), M (DS) 1,1(0,9) 1,3(1,1) 1,7 (1) 0.3 (0.6) < 0,0001
VEF1- pre-BD %, M (DS) 71 (20,2) 59 (19,8) 55,9 (20,7) 95,9 (18,5) < 0,0001
VEF1- post-BD %, M (DS) 77 (21,6) 65,2 (20,9) 59,6 (21,7) 97,7 (18,3) < 0,0001
VEF1/CVF- pre-BD %, M. (P 25-75%) 68 (58-79) 60 (51,5-69) | 58 (51-71,5) 81 (76,2- < 0,0001
83,7)
VEF1/CVF- post-BD %, M (DS) 70,8 (11,9) 61,9 (11,4) 60,5 (14,1) 81,8 (6,2) < 0,0001
Eosindfilos en sangre (células/pL), M. (P 25-75%) 220 170 190 140 < 0,0001
(120-340) (107,5-340) (130-302,5) (90-197,5)
Neutrdfilos en sangre (células/pL), M (DS) 4138 (1527) | 4550 (1999) | 4386 (1431) | 3320 (1370) <0,0001
Linfocitos en sangre (células/uL), M (DS) 2204 (734,2) | 2060 (788,1) | 2035 (680,6) | 2223 (739,4) 0,163
Monocitos en sangre (células/uL), Me (P 25-75%) 500 490 535 435 <0,0001
(390-600) (420-660) (452-677) (360-535)
Basodfilos en sangre (células/uL), Me (P 25-75%) 60 (40-90) 50 (30-80) 60 (32,5-90) 60 (40-70) 0,155
FeNO (ppb), M. (P 25-75%) 20 (13-36,5) | 20(12-27) | 16(12,7-21) | 12,5 (10-17) < 0,0001
IgE-Total (kU/l), M. (P 25-75%) 127 190 72,5 57,7 < 0,0001
(45-290) (61-536) (24-175) (20-183)
IgE-D. pteronyssinus (kU/l), Me (P 25-75%) 0,2 (0,04- 0,2 (0,04- 0,05 (0,03- 0,04 (0,03- < 0,0001
6,3) 0,3) 0,2) 0,2)
IgE-B. tropicalis (kU/l), M. (P 25-75%) 0,2 0,1 0,02 0,02 < 0,0001
(0,01-2,3) (0,02-2,7) (0,0-0,3) (0,0-0,2)
IgE-A. lumbricoides (kU/l), M. (P 25-75%) 0,05 0,07 0,03 0,02 < 0,0001
(0,01-0,4) (0,02-0,5) (0,0-0,1) (0,0-0,07)
Periostina (ng/mL), M. (P 25-75%) 58,8 58,2 55,9 60,1 0,7039
(46,7-73,7) (41,6-72,3) | (45,3-73,6) | (44,5-73,5)
Puntaje-CAT, M (DS) - 12,2 (7,6) 14 (7,3) - -
Puntaje-ACQ5, M, (P 25-75%) 3(1-6) 3,5(0,7-7) - - -
Puntaje-SGRQ, M (DS) 36,5 (17,8) 38,8 (15,4) 37 (18,45) - -
indice de comorbilidad de charlson M. (P 25-75%) 1(1-1) 1(1-1) 1(1-2) <0,0001
Enfermedad cardiovascular, si, n (%)
Diabetes, si, n (%) 7(5,7) 5(6,8) 11 (11) 0 (0) 0,010
8 (6,5) 3(4,1) 11 (11) 1(1) 0,012
CSl, si, n (%) 118 (95,9) 65 (87,8) 34 (34) n/a -
Dosis CSI:
Alta n (%) 35(30,2) 6(9,7) 2(7,7) n/a -
Media n (%) 37 (31,9) 40 (64,5) 19 (73,1) n/a
Baja n (%) 44 (37,9) 16 (25,8) 5(19,2) n/a

Nota: Los valores se presentan como (M) media, (DS) desviacion estandar, (n) frecuencia, (%)
porcentaje, (Me) mediana y (P 25-75%) percentil 25 — 75%, a menos que se indique lo contrario. El
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valor de p representa la prueba de chi cuadrado para diferencias entre medias de variables
cualitativas, la prueba t-test para las diferencias entre medias de variables cuantitativas con
distribucion normal y la prueba de Mann-Whitney para las diferencias entre medianas de variables
cuantitativas que no siguen una distribucion normal. IMC: indice de masa corporal, UR: urgencias,
mMRC: escala modificada de disnea, VEF1: volumen espiratorio forzado en el primer segundo, CVF:
capacidad vital forzada, BD: broncodilatador CAT: prueba de evaluaciéon de la EPOC, ACQ5:
cuestionario de control del asma, SGRQ: cuestionario respiratorio St. George's, CSI: corticosteroide
inhalado.

8.2. Analisis comparativos de los niveles de biomarcadores caracteristicos
de la respuesta de tipo 2.

La distribucién de los biomarcadores principales de respuesta tipo 2 se presentan
en la (Figura 6). Debido a la distribucibn no normal se aplicaron pruebas no
paramétricas para los analisis descritos a continuacion.

Eosinéfilos (células/uL) HE KS: 0,1890
£ P < 0,0001
g = KS: 0,2255
FeNO (ppb) e
£, P < 0,0001
KS: 0,3397
IgE-Total (kU/I)
£ P < 0,0001
IgE- D. pteronyssinus (kU/I) KS: 0,3929
2 P < 0,0001
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IgE- B. tropicalis (kU/I) KS: 0,3960
£ P < 0,0001
IgE- A. lumbricoides (kU/I) g KS: 0,4164
£ P <0,0001
Periostina (ng/mL) KS: 01335
£ P < 0,0001
! o0 5000 100,00 15000 200,00 250,00

Figura 6. Histogramas de distribucion de variable de biomarcadores caracteristicos de
respuesta de tipo 2.

No se encontraron diferencias significativas en los recuentos y porcentaje de
eosinofilos en sangre entre pacientes con asma, ACOy EPOC (Figura 7 A, B). Con
relacion a los niveles de FeNO se encontré una diferencia significativa entre los
pacientes con asma y los pacientes con EPOC (Figura 7 C) en la cual los niveles
medios mas altos se observaron en los pacientes con asma (29 ppb 7-185),
resultados intermedios en los pacientes con ACO (26 ppb 5-142) y niveles mas
bajos en pacientes con EPOC (19 ppb 6-51). (Figura 7 D). Se encontraron niveles
significativamente mas altos de IgE total y de IgE especifica en pacientes con asma
y ACO comparado con los pacientes con EPOC (Figura 7 E,F,G). No se observaron
diferencias significativas en los niveles de periostina entre los grupos (Figura 7
H). Se encontraron diferencias significativas en el recuento de eosinofilos, niveles
de FeNO, IgE total y especifica entre los grupos de enfermedad y el grupo control
(Figura 7 A-H).
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Figura 7: Comparacién de recuento de eosinéfilos en sangre (A), % de eosindéfilos (B), FeNO
(C), IgE sérica total (D), IgE especifica a D. pteronyssinus (E), IgE especifica a B. tropicalis
(F), IgE especifica a A. lumbricoides (G) y periostina sérica (H) entre pacientes con asma,
ACO, EPOC y sujetos sanos. ACO: superposicion asma-EPOC, EPOC: enfermedad pulmonar
obstructiva cronica; FeNO: fraccidn exhalada de 6xido nitrico.
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Posteriormente analizamos la frecuencia de individuos con eosinofilos altos, FeNO
alto e IgE total y especifica altos, dicotomizando los valores de eosinoéfilos en > 150
células/pL y > 300 células/uL, los valores de FeNO en < 25 pbb y > 25 ppb, los
valores e IgE total en > 100 kU/lI y > 300 kU/I y los valores de IgE especifica < 0,35
kU/l'y =2 0,35 kU/I. Estos resultados se encuentran resumidos en las (Figuras 8y 9).

P=0,03
Eosinéfilos células/pL p: 0,359 FeNO ppb
100
100
% . 84%
80 80
70 67%
" o 59%
m 60 g 60
2 @ 50
g " . ] 41%
3 40 40% 2 40
8 w 33%
w30 25%, 30
20 20 16%
10 10 .
0 0
Asma ACO EPOC Asma ACO EPOC
m> 150 células/uL = > 300 células/pl m £25ppb =>25ppb
IgE total p <0,0001

o
0 57% 62%

18% 39%

Frecuencia
B
o

30 24%
20 12%
" ]
0
Asma ACO EPOC

u>100 kU/l  =>300 kU/l

Figura 8. Frecuencia de individuos con recuento de eosinoéfilos en sangre > 150 células/uL y
> 300 células/uL (A). Frecuencia de individuos con niveles de FeNO < 25 ppb y > 25 ppb (B).
Frecuencia de individuos con niveles de IgE total > 100 kU/I y > 300 kU/I (C).
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(A) (B)

IgE- D. pteronyssinus (kU/I) p < 0,0001 IgE- B. tropicalis (kU/) p=001
100 100
90 90
80 77% 80 75%
70 70
@ 60 o 60 56% 59%
S 53% 539 2
c 50 A7% AT7% g 50 449
E 2 4 4%
o 40 g 40
o '
L s 23% a0 25%
20 20
10 10
0 0
Asma ACO EPOC Asma ACO EPOC
m<0,35kU/l  =20,35kU/l m<0,35kUNl  m=20,35kU/N
IgE-A. lumbricoides (kU/) p=0,04

84%

80 o
70 2% 69%
© 60
2 5o
S
g 40
2 5 28%
w 1 31%
20 16%
: B
1]
Asma ACO EPOC

m<0,35kUNl =20,35kU/

Figura 9: Frecuencia de individuos con niveles de IgE especifica a D. pteronyssinus (A), B.
tropicalis (B) y A. lumbricoides (C) < 0,35 kU/l y 2 0,35 kUI/I.

8.3. Andlisis de correlacibn de biomarcadores -caracteristicos de la
respuesta de tipo 2.

Realizamos analisis de correlacion por grupo para evaluar las relaciones entre los
niveles de biomarcadores tipo 2 con parametros clinicos y demogréaficos. El analisis
en el grupo de pacientes con asma (Figura 10), reveld una correlacion baja entre el
porcentaje de eosindfilos en sangre, el recuento de eosindfilos en sangre y los
niveles de periostina sérica (rho = 0,29; p = 0,001), (rho = 0,31; p < 0,0001)
respectivamente. Los recuentos de eosindfilos en sangre mostraron una correlacion
negativa con el porcentaje de neutréfilos en sangre (rho = -0,36; p < 0,0001),
ademas de una correlacion positiva con los niveles de FeNO (rho = 0,28; p = 0,03)
y los niveles de periostina sérica (rho = 0,31; p < 0,0001). De igual forma el FeNO

41



mostro una correlacion positiva con el puntaje de ACQ-5 (rho = 0,52; p < 0,0001) y
con el puntaje SGRQ (rho = 0,28; p = 0,03). Los niveles de IgE especifica a Dp, Bt
y Asc, se correlacionaron negativamente con la edad (rho = -0,32; p < 0,0001), (rho
=-0,26; p = 0,004), (rho =-0,18; p = 0,04).
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IgE especifica Dp (kU/l) 0.54 | 0.11 0.6
IgE especifica Bt (kU/l) 0.08

IgE especifica Asc (kU/I)

IgE total (kU/l) 0.12

Figura 10: Correlaciones entre niveles de biomarcadores caracteristicos de la respuesta de
tipo 2, caracteristicas clinicas y demogréaficas en pacientes con asma. Los cuadrados en colores
indican una correlacion significativa (p < 0,05). La escala de colores representa el coeficiente de
correlacién de Spearman (1: correlacion positiva, -1: correlacion negativa).

En el grupo de pacientes con ACO (Figura 11) se encontré que el porcentaje de
eosinofilos en sangre se correlaciona de forma negativa con el porcentaje de
neutréfilos (rho = -0,5; p = < 0,0001) y con el recuento de neutréfilos en sangre
respectivamente (rho = -0,34; p = 0,003). De igual forma el recuento de eosindfilos
en sangre presento una correlacion negativa con el porcentaje de neutréfilos en
sangre (rho = -0,41; p < 0,0001). Ademéas, los eosindfilos en sangre se
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correlacionaron con el porcentaje de VEF1/CVF post-BD (rho = 0,28; p = 0,01). Los
niveles de FeNO se correlacionaron de forma positiva con los niveles de IgE total
(rho = 0,4; p = 0,007), ademas presento una correlacion positiva con el puntaje de
ACQ-5 (rho = 0,62; p < 0,0001) y con el puntaje SGRQ (rho = 0,31; p = 0,04). Por
otro lado, el nimero de hospitalizaciones por sintomas respiratorios en el ltimo afio
estuvo inversamente relacionado con los niveles de FeNO (rho =-0,34; p = 0,04).
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Figura 11: Correlaciones entre niveles de biomarcadores caracteristicos de la respuesta de
tipo 2, caracteristicas clinicas y demogréaficas en pacientes con ACO. Los cuadrados en colores
indican una correlacion significativa (p < 0,05). La escala de colores representa el coeficiente de
correlacién de Spearman (1: correlacion positiva, -1: correlacion negativa).

En el grupo de pacientes con EPOC (Figura 12) se observaron correlaciones
débiles entre el porcentaje de eosindfilos y el porcentaje de neutréfilos en sangre
(rho = -0,28; p = 0,005), ademas presento una correlaciéon positiva baja con los
niveles de IgE total (rho = 0,36; p < 0,0001). Asi mismo para recuento de eosinofilos
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en sangre se observo una correlacion negativa baja con el porcentaje de neutrofilos
en sangre (rho =-0,31; p = 0,001) y una correlacion positiva baja con los niveles de
IgE total (rho = 0,29; p = 0,01). Por otro lado, el recuento de eosindfilos en sangre
se correlaciono de forma positiva baja con el nimero de hospitalizacion por
sintomas respiratorios en el ultimo afo (rho = 0,21; p = 0,03). Los niveles de FeNO
se correlacionaron de forma positiva baja con el puntaje SGRQ (rho = 0,31; p =
0,02). Los niveles de periostina sérica se correlacionaron de forma positiva baja con
la edad (rho = 0,35; p < 0,0001), con el puntaje CAT (rho = 0,24; p = 0,01) y con el
puntaje SGRQ (rho =0,23; p = 0,01) ademas se correlacionaron negativamente con
el IMC (rho =-0,33; p = 0,001). También realizamos un analisis de correlacion para
toda la muestra (Figura Suplementaria 1) Donde se confirmo la relacién de FeNO
con el puntaje ACQ-5 vy la escala SGRQ, asi como una relacion directa entre
periostina y puntaje CAT (rho = 0,26; p = 0,001).
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Figura 12: Correlaciones entre niveles de biomarcadores caracteristicos de la respuesta de
tipo 2, caracteristicas clinicas y demogréaficas en pacientes con EPOC. Los cuadrados en
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colores indican una correlacion significativa (p < 0,05). La escala de colores representa el coeficiente
de correlacion de Spearman (1: correlacion positiva, -1: correlacion negativa).

Para ampliar la investigacion de biomarcadores que pudieran distinguir el ACO del
grupo de asmaéticos o del grupo de EPOC hicimos una comparacion en 67 proteinas
del plasma que son indicativas de inflamacion.

Los analisis comparativos en donde se presenta en detalle las diferencias entre los
grupos de asma vs. controles y del grupo de EPOC vs. controles se presentan en el
Articulo Anexo 1. Con relacion al ACO vimos que esta entidad tiene coincidencias
en 22 biomarcadores con el EPOC y ninguna con asma, excepto por 4
biomarcadores que estaban en las tres enfermedades, estos fueron CSF-1, CCL3,
CCL23 e IL-6, todas moléculas relacionadas con procesos inflamatorios centrales y
no fueron detectados biomarcadores exclusivos del grupo ACO (Figura 13).

ACO
Grupos Total Biomarcadores
ACO, Asma, EPOC 4 CSF.1, CCL3, CCL23, IL6
VEGFA, MCP.4, CCL25, LIF.R, X4E.BP1, MCP.3,
ACO. EPOC 29 CXCL9, TNFB, CST5, TRANCE, MCP.1, CD40,

CCL11, IL.10RB, HGF, SLAMF1, CCL4, PD.L1,
EN.RAGE, CDCP1, OPG, CASP.8

Asma 4 CXCL1, TNFSF14, CXCL5, MMP.1

EPOC 13 MMP.10, DNER, CX3CL1, CXCL10, TNFRSF9
ST1A1, IL18, CXCL11, FIt3L, CDS5, IL8, TGF.Alpha,
TNF

Figura 13. Diagrama de Venn de las diferencias de biomarcadores inflamatorios entre
pacientes de las tres enfermedades. (Subrayados 10 nuevos marcadores relacionados con
EPOC).

45



Ademas, se pudo evidenciar que al comparar los niveles de estos 67 biomarcadores
inflamatorios entre el grupo ACO vy el grupo control se encontraron 10
biomarcadores (CCL23, CCL25, CXCL9, MCP-1, MCP-3, MCP-4, OPG, EN-RAGE,
IL6, TRANCE) que mostraron una diferencia significativa (valor de P corregido por
pruebas multiples < 0.05) y con un “fold change” mayor a 0.2. TRANCE fue el Unico
biomarcador que se encontrd significativamente disminuido en el grupo ACO en
comparacion con lo detectado en el grupo control, el resto de los biomarcadores se
encontraron en niveles significativamente elevados en el grupo ACO (Figura 14).

ACO patients vs Healthy controls
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Figura 14. Grafico de volcan que muestra las diferencias de 67 biomarcadores inflamatorios
entre pacientes con ACO e individuos sanos. FDR: False Discovery Rate.

Por otro lado, de los 67 biomarcadores inflamatorios comparados observamos que
los niveles de CXCL1 y CXCL9 se encontraban significativamente mas altos en
pacientes con ACO que en pacientes con asma (Figura 15 A,B). Para CXCL1
también se detectd que los niveles fueron mas altos en pacientes con ACO
comparado con los de EPOC. Ademas, se encontré que los niveles de CDCP1,
estaban mas elevados en pacientes con EPOC que en pacientes con ACO (Figura
15 C). Por ultimo, se pudo apreciar que los niveles de MCP-3 se encontraban
significativamente mas altos en pacientes con ACO que en pacientes con asma,
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pero significativamente mas bajos en pacientes con ACO comparados con los
pacientes con EPOC (Figura 15D).
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Figura 15. Comparacion de niveles detectados en plasma de CXCL1 (A), CXCL9 (B), CDCP1
(C) y MCP-3 (D) entre pacientes con asma, ACO, EPOC y sujetos sanos.

8.4. Efecto de la edad sobre la concentracion de CXCL1, CXCL9, CDCP1
y MCP3.

Se realizaron analisis para resaltar el efecto de la edad sobre los biomarcadores
CXCL1, CXCL9, CDCP1 y MCP-3, encontrando que para CXCL9 y CDCP1 se da
una elevacion consecutiva con el aumento de la edad para los 4 grupos (Figura 16
B,C), mientras que para CXCL1 se aprecia como alrededor de los 60 afios se
incrementan levemente los niveles de este biomarcador en los sujetos control y en
los pacientes con EPOC, en los pacientes con asma y ACO no se aprecia un efecto
de la edad (Figura 16 A). Para MCP-3 se aprecia como alrededor de los 55 afos
se incrementan los niveles de este biomarcador con relacion a la edad, esto mismo
se observd para los pacientes con EPOC, aunque en menor medida. Para los
pacientes con asma y sujetos control no se aprecia un efecto de la edad (Figura 16
D).
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Figura 16. Dot plot con los niveles normalizados de proteina (log2) en relacién con la edad
paralos biomarcadores CXCL1 (A), CXCL9 (B), CDCP1 (C) y MCP-3 (D). Cada punto representa
un individuo.

8.5. Replicacion de marcadores descritos previamente en el diagndstico de
ACO.

También medimos los niveles de biomarcadores inflamatorios que habian sido
previamente estudiados en la diferenciacion de ACO del asma y de la EPOC.
Encontramos que para la IL-8, IL-6, IL-18, TNF- a e IFN-y no se encontraron
diferencias significativas entre los niveles detectados en los pacientes con ACO y
asma, ni al comparar ACO y EPOC (Figura 17 A,C,D,E,F). Se encontraron niveles
significativamente mas altos de VEGFA en pacientes con ACO al compararlos con
pacientes con asma, sin embargo, para este marcador el efecto de la edad era
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prominente (Figura 17 B). Los niveles de IL-8, VEGFA, TNF- a e IFN-y mostraron
diferencias significativas entre pacientes con asmay EPOC (Figura 17 A,B,E,F).
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Figura 17. Comparacién de niveles plasméticos de otros biomarcadores inflamatorios entre
grupos. IL-8 (A), VEGFA (B), IL-6 (C), IL-18 (D), TNF-a (E), IFN-y (F).
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8.6. Precisién diagnéstica de biomarcadores caracteristicos de la
respuesta de tipo 2 en la diferenciacién de ACO.

Se realiz6 un analisis de la curva ROC para evaluar la sensibilidad y la especificidad
de biomarcadores caracteristicos de tipo 2 en la diferenciacion de ACO del asma y
de la EPOC. La estadistica del &rea bajo la curva (AUC) mostr6 que ninguno de
estos biomarcadores podia diferenciar el ACO del asma (IC 95% del AUC <0,5) y
gue Unicamente la IgE total y la IgE especifica podrian llegar a diferenciar el ACO
de la EPOC (AUC > 0,6), (Figura 18). El analisis ROC revel6 que los niveles séricos
de IgE total distinguian ACO de la EPOC con un AUC de 0,65 (IC del 95%, 0,57-
0,74; p = 0,001) (Figura 18A). Ademas, los niveles séricos de IgE especifica a Dp,
Bt y Ascaris., por encima 0,35 kU/I distinguieron ACO de la EPOC con un AUC de
0,67 (IC del 95%, 0,59-0,75; p < 0,0001), 0,65 (IC del 95%, 0,57-0,73; p = 0,001) y
0,64 (IC del 95%, 0,55-0,72; p = 0,002), respectivamente (Figura 18 B-D).
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Figura 18: Curvas de caracteristica operativa del receptor (ROC) que distinguen ACO del asma
y ACO de la EPOC: para los niveles de IgE total (A) y para los niveles de IgE especifica a D.
pteronyssinus (B), Blomia tropicalis (C) y Ascaris (D).

Ademas, realizamos un andlisis de la curva ROC entre casos y controles para
evaluar la precision diagnostica de estos biomarcadores. Encontrando que para la
diferenciacion del asma de sujetos sanos todos los biomarcadores caracteristicos
de respuesta inmune tipo 2 excepto la periostina sérica, tuvieron un AUC > 0,6 con
una p < 0,05, (Figura Suplementaria 2). Esto mismo se apreci0 para la
diferenciacion de ACO del grupo control. Para diferenciacion de la EPOC del grupo
control se observd que biomarcadores caracteristicos de la respuesta de tipo 2
como el recuento de eosindfilos en sangre y el FeNO presentaban un AUC > 0,6
con una p < 0,05, mientras que los niveles de IgE total, IgE especifica y periostina
no fueron significativos (Figura Suplementaria 2).
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También se analizaron combinaciones de marcadores dicotomizados con el fin de
aumentar la especificidad de estos. Una especificidad > 80% nos indica que no hay
falsos positivos, por ende, si el resultado es positivo es porque verdaderamente esta
en presencia de la enfermedad. Para la diferenciacion del ACO de la EPOC, la
combinacion de eosindfilos en sangre = 185 células/pL y FeNO = 21,5 ppb mostro
una especificidad del 84%, una sensibilidad del 28%, un valor predictivo positivo
(VPP) del 40% y un valor predictivo negativo (VPN) del 42%. La combinacion de
FeNO = 21,5 ppb e IgE total = 83,5 kU/I mostr6 una especificidad del 84%, una
sensibilidad del 37%, un VPP del 67% y un VPN del 61%. La combinacién de IgE
total = 83,5 kU/I y eosindfilos en sangre = 185 células/uL mostré una especificidad
del 71%, una sensibilidad del 37%, un VPP del 48% y un VPN del 60%. La
combinacion triple de un recuento de eosindfilos en sangre = 185 células/pL, un
nivel de FeNO = 21,5 ppb y un nivel de IgE total = 83,5 kU/I mostré en la
diferenciacion del ACO de la EPOC mostré una especificidad del 86%, una
sensibilidad del 26%, un VPP del 61% y un VPN del 57% (Tabla 5).

Tabla 5. Precision diagndstica de las combinaciones de biomarcadores de respuesta inmune
de tipo 2 en la diferenciacion de ACO de la EPOC.

Especificidad: 84%

Eosindfilos en sangre = 185 + células/uL + Sensibilidad: 28%
>
FeNO 2 21,5 ppb VPP: 40%
VPN: 42%

Especificidad: 84%
FeNO = 21,5 ppb + IgE total =2 83,5 kU/I Sensibilidad: 37%
VPP: 67%

Diferenciacion de VPN: 61%
ACO de la EPOC

Especificidad: 71%

IgE total = 83,5 kU/I + eosinéfilos en sangre Sensibilidad: 37%
2 185 células/uL
VPP: 48%
VPN: 60%
Eosindfilos en sangre 2 185 células/pL + Especificidad: 86%

FeNO 2 21,5 ppb + IgE total = 83,5 kU/I o
Sensibilidad: 26%

VPP: 61%

VPN: 57%

FeNO: Fraccion exhalada de oxido nitrico, VPP: valor predictivo positivo, VPN: valor predictivo
negativo.
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8.7. Precisién diagndstica de otros biomarcadores inflamatorios en la

diferenciacion de ACO.

También se realizo un analisis de la curva ROC para evaluar la precision diagnéstica
de otros biomarcadores inflamatorios en la diferenciacion de ACO del asma y de la
EPOC. La estadistica del &rea bajo la curva mostr6 que los niveles detectados de
CXCL1 (AUC de 0,67, 95%IC 0,60-0,75; p <0,0001), CXCL9 (AUC de 0,66, 95%IC
0,58-0,75; p = 0,0001) y MCP-3 (AUC de 0,60, 95%IC 0,51-0,68; p = 0,02) podrian
diferenciar el ACO del asma (AUC = 0,6) (Figura 19). Por otro lado, los niveles de
CDCP1 (AUC de 0,67, 95%IC del, 0,59-0,75; p = 0,0001) y MCP-3 (AUC de 0,61,
95%IC 0,52-0,69; p = 0,02) podrian llegar a diferenciar el ACO de la EPOC (AUC =
0,6) (Figura 20). Incluso, MCP-3 podria llegar a diferenciar el ACO tanto del asma

como de la EPOC (AUC = 0,6), (Figuras 19y 20).
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Figura 19. Curvas de caracteristica operativa del receptor (ROC) para los niveles de CXCL1,

CXCL9, CDCP1 y MCP-3 que distinguen ACO del asma.
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Figura 20. Curvas de caracteristica operativa del receptor (ROC) para los niveles de CXCL1,
CXCL9, CDCP1 y MCP-3 que distinguen ACO del EPOC.

Considerando que los niveles de algunos de esos marcadores pudieran estar
afectados por la edad o el género se realizaron analisis de regresion ajustados por
edad y género. Para estos andlisis se determiné como variable dependiente a los
niveles de biomarcadores inflamatorios y como variable independiente la presencia
o ausencia de enfermedad y la edad y el género como covariables. Estos andlisis
revelaron que la diferencia observada entre grupos con la molécula CXCL1 no es
significativa ni antes ni después de la correccién por edad y género. Para CXCL9
estos analisis mostraron que la diferencia observada entre grupos con este
marcador es significativa antes de la correccion y pierde su significancia luego de
corregirse por la edad y el género. Por otro lado, para CDCP1 y MCP-3 los analisis
revelaron que la diferencia observada entre grupos y su asociacion con los fenotipos
de enfermedad se mantiene significativa después de corregir por la edad y el género
(Tabla 6).

Tabla 6. Andlisis de asociacién entre los niveles de biomarcadores y los grupos de
enfermedad corregidos por edad y género.

Variable dependiente B (95%Cl, p-value) B (95%Cl, p-value)

Crudo Corregido por edad y género
CXCL1 -0.01 (- 0.07 - 0.05), p=0.7 -0.03(-0.11-0.04),p=0.3
CXCL9 0.28 (0.20 — 0.36), p < 0.0001 0.07 (-0.01 - 0.16), p = 0.08
CDCP1 0.22 (0.16 — 0.28), p < 0.0001 0.07 (0.01 - 0.14), p = 0.026
MCP-3 0.20 (0.14 — 0.26), p < 0.0001 0.12 (0.06 — 0.19), p < 0.0001

Variables independientes: Grupo de enfermedad (0 control, 1 Asma, 2 ACO, 3 EPOC) + Edad + género
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9. Discusion

En este trabajo, analizamos y comparamos los niveles de 5 biomarcadores
inflamatorios caracteristicos de la respuesta inmune de tipo 2 y otros 67
biomarcadores indicativos de inflamacién, en pacientes adultos con un diagnostico
previo de asma, ACO y/o EPOC e individuos sanos, de un entorno urbano en un
pais de ingresos medios.

Los resultados del presente estudio demostraron que ninguno de los biomarcadores
caracteristicos de la respuesta inmune de tipo 2 evaluados (eosindfilos, FeNO, IgE
total, IgE especifica o periostina) tiene diferencias significativas entre los pacientes
con asma y los pacientes con ACO. Sin embargo, si se encontraron diferencias en
los niveles de IgE total e IgE especifica entre los pacientes con ACO y los pacientes
con EPOC, sugiriendo que el algoritmo diagnéstico presentado en la Figura 2
pudiera mejorarse si se incluye la medicion de IgE en el abordaje de un paciente en

el que se sospecha ACO (Figura 21).
. » ACO

>35 afios de edad . e
Fumador o exfumador Dlagnolsgco IgE total > 150 kU/I
>10 paquetes/afio #| actualde y/o IgE especifica
FEV,/FVC post BD < 70% e > 0,35 kU/I

PBD =>15% Y 400 ml
y/o eosinofiliaen =P
sangre > 300 c/pL

Figura 21. Algoritmo diagndstico de ACO modificado. FEV1: Volumen Espiratorio Forzado en el
ler Segundo, FVC: Capacidad Vital Forzada, PBD: Prueba Broncodilatadora, ACO: superposicion
Asma/EPOC. Fuente: Consenso (GeseEPOC)-(GEMA).

Todavia queda por definir el punto de corte exacto de la IgE total para aplicar ese
algoritmo modificado en nuestro medio, si bien un analisis preliminar mostro que la
media geométrica de los niveles de IgE total de sujetos sanos mas 2 desviaciones
estandar seria 563 kU/I, los analisis de curva ROC mostraron que el punto de corte
para diferenciar ACO de la EPOC es cercano a 100 kU/I, sugiriendo que en este
grupo etario incluso valores mas bajos de IgE total ya pudieran ser indicativos de
ACO en comparacion con la EPOC.

La estadistica del area bajo la curva (AUC) mostré que ninguno de estos
biomarcadores podia diferenciar el ACO del asma (AUC < 0,5), y que Uunicamente
la IgE total y la IgE especifica podrian llegar a diferenciar el ACO de la EPOC con
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un rendimiento diagnostico regular (AUC > 0,6). Varias combinaciones de estos
biomarcadores mostraron una especificidad relativamente alta para la diferenciacion
de ACO de la EPOC. Estos resultados indican que de los 5 biomarcadores
caracteristicos de inflamacion tipo 2 analizados la IgE total y IgE especifica brindan
informacion diagndstica adicional para diferenciar ACO de EPOC. Usados como
marcadores combinados el FeNO y los eosindfilos también ayudan a diferenciar el
ACO de la EPOC (Tabla 5).

Los resultados ademas resaltan que en el grupo de asmaticos el FeENO es un
biomarcador que esta directamente relacionado con los puntajes de severidad
(ACQ-5) y de calidad de vida (SGRQ) y que al estar estos directamente relacionados
con el numero de hospitalizaciones y las visitas a urgencias pudiera considerarse
informativo del estado inflamatorio del paciente asméatico y del control de su
enfermedad. La correlacién de FeNO y los eosindéfilos en sangre periférica fue baja
sugiriendo que estos dos marcadores proporcionan informacién no redundante
sobre dos vias inflamatorias distintas en la inflamacion de tipo 2, tal como se
presento en el Articulo Anexo 2. Otro aspecto para resaltar es que los niveles de
IgE no mostraron correlacién con los eosindfilos ni con los niveles de FeNO.

En el grupo de los pacientes con ACO el FeNO se correlaciona significativamente
con el ACQ-5 sugiriendo que este marcador puede ser de utilidad en monitorear el
estado de la enfermedad en este grupo de pacientes. Con los eosinéfilos no hubo
correlaciones significativas con parametros clinicos, aunque la IgE contra Ascaris
mostré una correlacion inversa, aunque débil con el grado de obstruccion de la via
aérea en concordancia con observaciones previas (96), sugiriendo que la respuesta
IgE a Ascaris pudiera estar asociada a indicadores de severidad y obstruccion fija.

Como los analisis de biomarcadores caracteristicos de inflamacion tipo 2 no fueron
suficientes para distinguir el ACO del grupo de asma y del grupo de EPOC,
decidimos ampliar la investigacion e hicimos una comparacioén en 67 proteinas del
plasma que son indicativas de inflamacion. El analisis comparativo revelo que no se
encontraron biomarcadores inflamatorios exclusivos para el ACO a diferencia de lo
detectado para el asmay la EPOC. Sin embargo, pudimos apreciar como dentro de
los mecanismos inmunoldgicos del ACO existen 22 biomarcadores inflamatorios
con diferencias en sus niveles que también fueron detectados en la EPOC y no asi
en el asma y 4 biomarcadores con diferencias detectadas tanto en ACO como en
asma y en la EPOC al compararse con individuos sanos (Figura 13). Estos
hallazgos nos llevan a sospechar que es posible que nos encontremos frente a un
fenotipo con mecanismos inmunoldgicos subyacentes que son mas parecidos a los
de la EPOC que a los del asma y no frente a una nueva enfermedad. Este andlisis
ademas revelo que habia 10 biomarcadores inflamatorios asociados con EPOC,
gue no habian sido previamente relacionados con esta enfermedad en la literatura
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(Figura 13). De estos 10 biomarcadores inflamatorios solo 3 se encontraron
asociados con la EPOC y no a las otras condiciones (la proteina sulfotransferasa
1A1 (ST1Al), el ligando de tirosina quinasa 3 relacionado con Fms (FIt3L) y la
glicoproteina de superficie de células T CD5 (CD5). Otros como CCL25, la cistatina
D (CST5), la subunidad beta del receptor de interleuquina-10 (IL-10RB), la molécula
miembro de la familia 1 de activacién de sefializacién linfocitica (SLAMF1) y la
proteina 1 que contiene el dominio CUB (CDCP1, CD318, TRASK o SIMA135) se
encontraron elevados tanto en pacientes con EPOC como en pacientes con ACO y
otros como el factor estimulante de colonias 1 (CSF-1) y CCL23 se encontraron
elevados en las 3 enfermedades. En este estudio se describe por primera vez la
relacion de estos biomarcadores inflamatorios con la EPOC (Tabla 7). No se
encontraron biomarcadores inflamatorios para el asma que no hubieran sido
previamente relacionados con esta enfermedad.

Tabla 7. Biomarcadores inflamatorios descritos por primera vez en relaciéon con la EPOC.

Expresion celular

Proteina Funcién
elevada
Monocitos Sulfotransferasa que cataliza la conjugacion de sulfato de
Linfocitos B catecolaminas, estrégenos, farmacos fendlicos y
ST1A1 Linfocitos T CD8+ neurotransmisores. Juega un papel importante en el
Linfocitos NK metabolismo.
Linfocitos T CD4+ Participa en la movilizacion y diferenciacion de las células
Fltal L?nfoc?tos T CD8+ madre hematopoyéticas y tiene un papel crucial en el
Linfocitos NK desarrollo de las células dendriticas.
Linfocitos T CD4+
Linfocitos T CD8+ Glicoproteina asociada a la membrana que actla en la
CD5 Linfocitos NK regulacion de la proliferacion de células T y B1.
Linfocitos B
lli/ilr?lpo?:?tlf)osSNK Quimio<_:ir_1a que al yni'rseT asu r(_ecept_or CCR9 provoca
CCL25 Células dendriticas una actividad quimiotactica en timocitos, macrofagos,

Linfoblastos células THP-1y células dendriticas.

Inhibidor de cisteina proteinasa que se encuentra
ampliamente en la saliva humana puede desempefiar un
CST5 Células epiteliales papel en el control de la actividad proteolitica durante los
procesos inflamatorios.

Subunidad del receptor de IL-10 requerido para la

IL-10RB Neutroéfilos traduccion de sefiales de cinco citocinas de clase 2: IL-
Linfocitos B 10, IL-22, IL-26, IL-28 e IFNL1.
Receptor de glicoproteina y autoligando ubicado en la
membrana celular de las células T y B activadas,
. . macréfagos y células dendriticas, que media la
SLAMF1 Linfocitos T CDA4+ proliferacién independiente de IL-2 de células T durante

Linfocitos T CD8+
Linfoblastos
Linfocitos B

las respuestas inmunes, induce la produccion de IFN-y,
conducen a una mayor activacién de las células Ty
produccioén de citoquinas Th2.
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Citoquina que regula la supervivencia, proliferacion y

Células endoteliales diferenciacion de células precursoras hematopoyéticas

Linfocitos T CDA4+ especialmente fagocitos mononucleares, como

CSF-1 Linfocitos T CD8+ macréfagos y monocitos. Promueve la liberacion de

Linfoblastos quimiocinas proinflamatorias y, por lo tanto, juega un
papel importante en la inmunidad innata y en los

procesos inflamatorios

Monocitos Quimiocina que al unirse a su receptor CCR1 muestra

Linfocitos T CD4+ actividad quimiotactica para monaocitos, linfocitos T en
CCL23 . . Py - e . ., .

Linfocitos NK reposo y neutrofilos e inhibe la proliferacion de células

Células endoteliales progenitoras mieloides

Glicoproteina transmembrana involucrada en la adhesion

Monocitos celular y en la asociacién de la matriz celular. Puede

Linfocitos T CD4+ desempefiar un papel en la regulacion del anclaje frente a
CDCP1 . o : Iy - Iy

Células dendriticas la migracion. Implicada en la progresion tumoral y

Células endoteliales metastasis de distintos tipos de cancer.

Como no fueron detectados biomarcadores inflamatorios exclusivos del grupo ACO,
los andlisis comparativos entre asma, ACO y EPOC fueron de vital importancia para
determinar moléculas que perfilaran este fenotipo. En la comparativa de los andlisis
de proteinas en plasma se encontré que, de los 67 biomarcadores inflamatorios
analizados, 10 biomarcadores detectados en plasma mostraron diferencias
significativas entre pacientes con ACO y controles sanos. De estos 10
biomarcadores la citoquina inducida por activacién relacionada con TNF (TRANCE
o TNFSF11) fue el Unico que se encontrd reducido en los pacientes con ACO a
comparacion del grupo control, los otros 9 biomarcadores como la osteoprotegerina
(OPG o TNFRSF11B), la proteina quimiotactica de monocitos 1 (MCP-1 o CCL2),
CCL23, CCL25, CXCLY9, la proteina quimiotactica de monocitos 3 (MCP-3 o0 CCL7),
la proteina quimiotactica de monocitos 4 (MCP-4 o CCL13), la proteina S100A12
(EN-RAGE) y la IL-6 se encontraron aumentados en los pacientes con ACO. Estos
resultados muestran que hay una diferencia detectable en el plasma en el perfil
inflamatorio de individuos sanos y pacientes con ACO. Llama la atencion que
TRANCE, que es una proteina ligando que al unirse al receptor RANK induce la
osteoclastogenesis y que se ha asociado a distintas enfermedades 6seas y no
Oseas (97-99), se encontrara mas elevada en individuos sanos que en pacientes
con ACO.

Al comparar los niveles de estos biomarcadores inflamatorios entre pacientes con
ACO vy pacientes con asma se observdO que unicamente CXCL1 y CXCL9
presentaron diferencias significativas entre esos dos grupos. Estos biomarcadores
se encontraron disminuidos en los pacientes con asma, con un aumento del 26.5%
en CXCL1 y del 40% en CXCL9 en los pacientes con ACO. Por otro lado, al
comparar los pacientes con ACO y los pacientes con EPOC se encontré que para
el biomarcador inflamatorio CDCP1, habia una diferencia significativa dada por una
disminucion del 26% de este biomarcador en los pacientes con ACO. Ademas, se
pudo apreciar que los niveles de MCP-3 fueron 13% mas altos en pacientes con
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ACO comparados a los pacientes con asma, pero 17% mas bajos en los pacientes
con ACO comparado con los EPOC (Tabla 8).

CDCP1 es una molécula que poco se ha descrito en relacién con enfermedades de
la via aérea, de hecho, Unicamente se ha descrito recientemente en relacion con el
asma (100), pero no ha sido descrito en relacion con la EPOC hasta la fecha, es por
esto que nos extenderemos en la discusion sobre esta proteina. Esta es una
glicoproteina transmembrana de superficie celular de 140 kDa que contiene tres
dominios CUB (para el complemento C1r/C1s, factor de crecimiento embrionario de
erizo, proteina morfogenética 6sea 1) extracelular, un transmembrana y un dominio
intracelular (101). CDCP1 se puede escindir proteoliticamente entre los dos
dominios CUB 1 y 2 distales mediante ciertas serina proteasas como la serina
proteasa de tipo membrana 1 (MT-SP1), lo que da como resultado diferentes
proporciones de la molécula intacta de 140 kDa, el producto escindido de 80 kDa y
un ectodominio desprendido de 65 kda. EI CDCP1 escindido es fosforilado y
activado por miembros de la familia de quinasas Src (SFK) (Figura 22A), la
fosforilacion de CDCP1 mediada por este grupo de quinasas también ocurre por
perdida del anclaje de la célula a la matriz extracelular (Figura 22B) (102, 103).

Esta fosforilacion y activacion de CDCP1 activa vias de sefializacién que no estan
del todo descritas, que inician con el reclutamiento de la proteina quinasa C-delta
(PKC®) vy la tirosina quinasa Src (Src), que a su vez activan otros factores
descendentes no conocidos que promueven entre otras la degradacion de la matriz
y la migracion celular, procesos que se han visto involucrados en la patogénesis del
cancer y otros trastornos (Figura 22) (103-106). CDCP1 no se escinde durante
circunstancias fisiolégicas normales, sino que se induce durante la lesion tisular y
en otras circunstancias inflamatorias (107).

Esta proteina se ha involucrado en la adhesioén celular y en la asociacion a la matriz
celular (108). La pérdida de anclaje o desprendimiento celular se asocia con la
fosforilacién de CDCPL1, asi como con la desfosforilacibn concomitante de proteinas
de adhesion focal y la perdida de adhesiones focales (109). Por el contrario, durante
los procesos de union celular, CDCP1 se desfosforila, Io que permite la fosforilacidon
de proteinas de adhesion focal (110).
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A) CDCP1 140 kDa cbcpi6s kpa)| B) CDCP1 140 kDa

proteolitico

Secrecién
MMP-9

Migracién celular

Figura 22. Caracteristicas estructurales e induccién de CDCP1 fosforilado. A) Fosforilacion de
CDCP1 por serina proteasa MT-SP. B) Fosforilacion de CDCP1 inducida por desprendimiento de
células de la matriz extracelular. MT-SP1: serina proteasa de tipo membrana 1, SFK: familia de
quinasas Src, PKC®&: proteina quinasa C-delta, Src: tirosina quinasa Src, MMP-9: metaloproteinasa
9.

CDCPL1 es ademas un ligando para el receptor coestimulador CD6 que promueve
la activacion, proliferacion y migracion de células T (104). El receptor coestimulador
CD6 se ha relacionado con la repuesta inmune de tipo 2 ya que se ha identificado
que su expresion aumenta en células ILC2 en las vias respiratorias humanas al ser
inducido por alarminas epiteliales como la IL-33 y TSLP (111). En otro estudio se
demostro que linfocitos CD6* se encuentran significativamente aumentados en el
tejido bronquial de pacientes con asma severa y reportan que no se encontré un
aumento en la expresion de CDCP1 en muestras de musculo liso de la via aérea de
pacientes con asma. Ademas, mencionan que los niveles séricos elevados de
CDCPL1 se asocian con un pobre control del asma (100, 112). Por otro lado ese
estudio mostré que en el masculo liso de la via aérea de pacientes con asma
cultivadas con células Thl diferenciadas no se present6 una disminucién en la
expresion de CDCP1, mientras que en cultivos a los que ademas se les agrego IL-
33 se dio una disminucién drastica de los niveles de expresion de CDCP1 (100).
También se han descrito niveles elevados en suero de CDCP1 soluble en
enfermedades que presentan en sus mecanismos inmunoldgicos basales un
predominio de respuestas Thly Th1l7 como lo son la de diabetes tipo 1, la tiroiditis
de Hashimoto, la enfermedad de Graves, la enfermedad de Addison, artritis
reumatoide, artritis idiopatica juvenil, distintos tipos de cancer, entre otras (104, 113,
114). Ademas, se ha comprobado que citoquinas caracteristicas de la respuesta
Th1l como el INF- y regula positivamente a CDCP1 (104).

Estos hallazgos podrian significar que CDCP1 es una molécula que es estimulada
principalmente por microambientes ricos en citoquinas Thl y que por el contrario se
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ve disminuida en microambientes ricos en citoquinas Th2 y que en medios ricos
tanto en citoquinas Thl como Th2 podria participar en la activacion del receptor
coestimulador CD6 mediada por CDCP1. Esto se encuentra en consonancia con los
resultados de este estudio, en donde se pudo apreciar que los niveles de CDCP1
se encontraron significativamente aumentados en pacientes con EPOC en
comparacion de lo detectado en pacientes con ACO y asma y se observaron niveles
intermedios en pacientes con ACO y niveles mas bajos en pacientes con asma.
Estos hallazgos ademas podrian ayudar a entender y a sefialar que es posible que
la via del receptor CD6 y su ligando CDCP1 expliquen y estén relacionados con el
cuadro clinico presente en el ACO.

Por otra parte, se ha descrito que la supresiéon de CDCP1 genera una disminucion
en la degradacion de la matriz extracelular mediante la inhibicién de la secrecién de
la metaloproteinasa 9 (MMP-9) (115), la cual se ha visto ampliamente involucrada
en la remodelacion de la via aérea que resulta en la degradacion de las fibras de
elastina y colageno en las paredes de los alvéolos y la matriz extracelular pulmonar,
gue terminara generando el cuadro patolégico caracteristico de la EPOC y presente
en el ACO que es el enfisema pulmonar y por lo tanto podria llegar a ser considerado
como un marcador de severidad de estas entidades (116-118). Cabe resaltar que
hasta la fecha este es el primer estudio que relaciona a CDCP1 con la fisiopatologia
y los mecanismos inmunolégicos subyacentes en la EPOC y en el ACO. Las
caracteristicas de los principales biomarcadores inflamatorios asociados con el
fenotipo ACO se describen en la Tabla 8.

Tabla 8. Principales biomarcadores que mostraron diferencias en sus niveles entre ACO Yy los
grupos estudiados.

Proteina Expresion celular Funcién Caracteristicas de las
elevada diferencias entre grupos

Quimiocina que ejerce sus

M . efectos sobr% las Jcélulas ACOvs Asma

onocitos .

endoteliales de forma Poder: 97,1%

Linfocitos T CD4+ autocrina y al unirse a su
receptor CXCR2 provoca una Fold change: 0.34

Linfocitos NK alta actividad quimiotactica

CXCL1 para los neutréfilos P=74x10°

Células endoteliales desempefiando un papel clave

en la inflamacién
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Quimiocina que al unirse a su
receptor CXCR3 provoca
actividad quimiotactica en las ACOvs Asma
Monocitos células T'y afecta el Poder: 100%
crecimiento, movimiento o
Linfocitos T CD4+ estado de activacion de las Fold change: 0.49
) ] células que participan en la o
CxCLY Linfocitos NK respuesta inflamatoria. CXCL9 | P =7.4x10
Células dendriticas no Se expresa
constitutivamente, pero es
inducida por IFN-y
Glicoproteina transmembrana | Aoco vs EPOC
involucrada en la adhesion
celular y en la asociacion de la | Poder: 97,7%
Monocitos matriz celular. Puede )
Linfocitos T CD4+ desempefiar un papel en la Fold change: -0.44
3 » regulacion del anclaje frentea | o~ 7 1 103
CDCP1 Celulas dendriticas la migracion. Implicada en la '
Células endoteliales progresion tumoral y
metastasis de distintos tipos
de céncer.
ACO vs EPOC
Poder: 73,1%
Plaquetas o . Fold change: -0.27
Quimiocina que al unirse a sus Y
calul dotelial receptores CCR1, CCR2 y P=117x10
elulas endoteliales | ccRr3 atrae monocitos y
eosindfilos, pero no
Linfocitos T CD4+ neutrofilos. Ademas, induce la
. . - A A
MCP-3 liberacion de gelatinasa COvs Asma
Linfocitos NK B/MMP-9 Poder: 45,9%
Fold change: 0.18
P=6.9x107?

Biomarcadores inflamatorios como la IL-8, VEGFA, IL-6, IL-18, TNF- a e IFN- vy,
habian sido previamente reportados en la literatura como marcadores que podrian
facilitar la diferenciacion de ACO del asmay de la EPOC (69) (84) (85) (86) (88), sin
embargo en este estudio no se encontraron diferencias significativas entre los
niveles detectados en los pacientes con ACO y asma, ni al comparar ACO y EPOC,
Gnicamente se encontraron niveles significativamente mas altos de VEGFA en
pacientes con ACO al compararlos con pacientes asmaticos, a pesar de ello este
marcador se encuentra ampliamente afectado por el efecto de la edad, incluso a
nivel de individuos sanos.

También se realiz6 un analisis de la curva ROC para evaluar la precision diagndéstica
de otros biomarcadores inflamatorios en la diferenciacion de ACO del asma y de la
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EPOC. La estadistica del area bajo la curva de otros biomarcadores inflamatorios
mostré que CXCL1, CXCL9 y MCP-3 podrian diferenciar el ACO del asma (AUC =
0,6) y que CDCP1 y MCP-3 podrian diferenciar el ACO de la EPOC (AUC = 0,6). EI
anico biomarcador que podria llegar a diferenciar el ACO tano del asma como de la
EPOC es MCP-3 (AUC = 0,6), sin embargo, se debera evaluar la capacidad
diagndstica de estos marcadores a mayor profundidad.

Para la proteina CXCL1 el andlisis de regresion ajustado por edad y género, no
mostro significancia ni antes ni después de la correccion, para la diferencia
observada entre grupos tomando como la variable independiente los 4 grupos a
estudio ordenados de 0 a 3, por lo que fue desestimada como biomarcador
indicativo de enfermedad. Por otra parte, CXCL9 mostro significancia estadistica
antes de la correccion, pero pierde su significancia luego de corregirse por la edad
y el género.

Los resultados de este estudio nos muestran que tanto biomarcadores
caracteristicos de la respuesta de tipo 2 como otros biomarcadores inflamatorios
por si solos, no son suficientes para distinguir un paciente con ACO de un paciente
con asma o de un paciente con EPOC, pero considerando que hay diferencias en
algunos marcadores por una u otra parte un indice que pudiera combinar esta
informacion mas la informacién clinica pudiera ser atil en diferenciar de forma
tempranay eficaz lo que hoy conocemos como ACO. Por otra parte, estos hallazgos
también sugieren que los pacientes con ACO tienen mecanismos inmunolégicos
inflamatorios que abarcan tanto una respuesta de tipo 2 como una respuesta
inflamatoria particular y posiblemente inducida por el consumo de cigarrillo o la
exposicién a biomasa, la cual no se observa ni en los pacientes con asma, ni en los
pacientes con EPOC sin ACO y que esta entidad al parecer no posee mecanismos
inmunoldgicos propios o definitorios, por lo que nos atrevemos a sugerir que el ACO
es mas un fenotipo cercano a la EPOC que una enfermedad en si.

10.Conclusién

Ninguno de los biomarcadores de tipo 2 evaluados presento diferencias entre los
pacientes con asma y los pacientes con ACO. Si se encontraron diferencias en los
niveles de IgE total e IgE especifica entre los pacientes con ACO y los pacientes
con EPOC, sugiriendo que este biomarcador podria ayudar en la diferenciacion de
ACO de la EPOC sobre todo si se combina con otros biomarcadores y la historia
clinica. Otros biomarcadores inflamatorios como CDCP1 y MCP-3 presentan
diferencias significativas en pacientes con ACO al compararlos con pacientes con
asmay EPOC, lo que sugiere que estos biomarcadores podrian ayudar a diferenciar
esta entidad del asma y de la EPOC. Sugerimos que la conformaciéon de un
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esquema diagndstico que combine los biomarcadores inflamatorios diferenciadores
del ACO mas la informacidn clinica pudiera ser Gtil en diferenciar de forma temprana
y eficaz a estos pacientes. No fueron detectados biomarcadores inflamatorios
exclusivos del ACO, pero si biomarcadores que se comparten entre el ACO vy el
asma y sobre todo entre el ACO y la EPOC, por lo que sugerimos que el ACO es
mas un fenotipo cercano a la EPOC que una enfermedad en si.

11.Limitaciones

Una de las limitaciones de este estudio es que el método de cuantificacion de
proteinas por PEA, si bien es muy sensible y robusto, ofrece un resultado relativo
que no esta expresado en pg/mL a menos que se haga una curva por cada marcador
en cada placa y por ello solo tenemos una indicacion de expresion relativa en NPX.
De tal forma que los hallazgos de estos biomarcadores como la CDCP1 o la MCP-
3 deberian ser confirmados mediante ELISA cuantitativo. Otra limitacion del estudio
es que varias citoquinas relevantes para la inflamacion de tipo 2 estuvieron por
debajo del limite de deteccion de la prueba y no pudieron ser analizadas. De hecho,
veinticinco proteinas cuantificadas en plasma por PEA tuvieron valores por debajo
del limite de deteccion, incluyendo la IL-5, IL-4, IL-13 y TSLP, asi como otros
mediadores que habian sido descritos en relacion con la EPOC (IL-17A, IL-1aq,
GDNF, IL-22RA1, IL-20, CCL28 y NT-3). Estos biomarcadores deberan seran
medidos en el futuro con técnicas cuantitativas de mayor sensibilidad o mediante
ensayos donde se analicen otro tipo de muestras distintas al plasma. Otra limitacién
de este estudio es que la medicion de FeNO unicamente se pudo realizar en la
poblacién de Cartagena, lo que le resta tamafio de muestra para este biomarcador
en los analisis realizados.

12.Perspectivas futuras

Los resultados obtenidos en este estudio deberan ser validados en otra poblacion.
Ademas, se deberd evaluar los niveles de expresion proteica de la proteina
inflamatoria CDCP1 en muestras de tejido bronquial y estudiar las vias
fisiopatoldgicas y los mecanismos inmunolégicos en los que participa CDCP1 en
enfermedades cronicas de la via aérea mediante estudios experimentales. Por otro
lado, es necesario analizar comparativamente otros biomarcadores inflamatorios en
especial aquellos relacionados con respuestas de tipo Thl y Thl7. Se debera
evaluar la capacidad diagnéstica de estos marcadores y aplicar modelos
estadisticos avanzados para evaluar el efecto de covariables en los resultados. Por
ultimo, las diferencias detectadas en los niveles de biomarcadores inflamatorios
pueden estar condicionadas por aspectos genéticos entre los individuos, por lo que
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las muestras obtenidas de buffy coat se usaran en analisis genéticos con el fin de
analizar la relacion entre los niveles de citoquinas y polimorfismos genéticos.
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